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Introduction

Les services de vaccination des pays en développement permettent d’éviter que,
chaque année, environ 490 000 enfants ne soient atteints de paralysie poliomyélitique
et que plus de trois millions ne décedent par la rougeole, le tétanos neonatal ou la
coqgueluche (51). Ces résultats sont imputables en partie a la formation du personnel
aux techniques adéquates de stockage et de transport des vaccins et en partie aux
ameéliorations de la chaine du froid.

Cependant, dans de hombreuses régions, la conservation et le transport des vaccins
ne sont toujours pas satisfaisants. On s’interroge souvent sur le sort a réserver aux
stocks de vaccins qui ont été exposés, pendant des durées variables, a des températures
élevées. Il n’existe pas de méthodes simples et bon marché que I’on puisse utiliser sur
le terrain pour déterminer si un vaccin conservé a la température ambiante a gardé
au moins I'activité minimale requise, bien que les pastilles de contréle des vaccins
(PCV), desormais fournies avec les vaccins antipoliomyélitiques oraux (VPO),
puissent indiquer le niveau d’exposition a la chaleur de chaque flacon. Cette activité
ne peut étre précisée qu’au moyen d’épreuves de laboratoire colteuses dont les
résultats ne sont souvent obtenus qu’aprées plusieurs mois. Seul un nombre de doses
important (de 2 000 pour les vaccins antipoliomyélitiques et antirougeoleux a 200 000
pour le vaccin DTC [diphtérie-tétanos-coqueluche]) justifie I’envoi des vaccins pour
un nouveau contrdle (45).

La connaissance de la stabilité du vaccin, notamment le taux de perte d’activité a une
température donnée, peut aider a déterminer les conditions de stockage. Le présent
document actualise les informations données dans le passé sur ce sujet (54), en
s’intéressant tout particulierement a la stabilité des vaccins conservés ou transportés
a températures ambiantes ou exposés au gel.

La deuxieme partie du document comporte une analyse de la stabilité de chaque
vaccin avec, dans une premiere section, ceux qui sont le plus couramment utilisés
par les programmes nationaux de vaccination, en allant des plus stables, comme les
anatoxines, vers les moins stables, comme le vaccin antipoliomyélitique oral. Les
sections suivantes passent en revue les autres vaccins viraux et bactériens qui ne
sont pas encore largement employés ou qui préviennent des maladies dont I'importance
en santé publique est plutdt régionale que mondiale.
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"¢ Partie :
Questions concernant la
conservation des vaccins

1.  Importance de la chaine du froid

Une attention scrupuleuse a la conservation et a la manipulation est nécessaire pour
garantir I’activité optimale des vaccins. Une alimentation électrique suffisante et la
réfrigération manquent souvent dans les pays en développement ou, par conséquent,
le stockage, la manipulation et la stabilité a la chaleur des vaccins sont des sujets de
grande préoccupation (28). De nouveaux produits ont été mis au point pour la sécurité
du transport et de la conservation tandis que I’on a augmenté la fiabilité de
I’approvisionnement par I'introduction de techniques de gestion améliorée. Une
formation poussée permet de veiller a ce que toute personne impliquée dans la chaine
du froid en connaisse tous les aspects. Toutefois, les évaluations réalisées en Inde
(47, 139), en Malaisie (62), au Népal (46), en République-Unie de Tanzanie (131) et
en Tunisie (43) ont montré qu’il y avait toujours des points faibles dans I’exécution
de la chaine du froid et qu’il fallait y consacrer plus d’attention, notamment dans les
établissements périphériques.

Dans les pays tempérés, on accorde peu d’attention a I'importance de maintenir la
chaine du froid. Bien que la réfrigération soit souvent considérée comme acquise,
des erreurs dans la manipulation des vaccins peuvent se produire beaucoup plus
fréqguemment qu’on ne le croit en général (21) et I’on a signalé des baisses importantes
de I'activité vaccinale suite a des conditions de délivrance et de stockage qui n’étaient
pas satisfaisantes (84, 89).

Les défaillances les plus courantes au niveau de la chaine du froid signalées dans les
pays développés sont les suivantes : températures élevées au cours du stockage ou
du transport (21, 27, 90, 107, 138) ; exposition des vaccins adsorbés a des
températures de congélation (64, 76, 107) ; réfrigérateurs sans thermomeétre ;
irrégularité de la prise et de I’enregistrement des températures (17, 21, 39, 63, 68,
90, 138, 142) ; stockage de médicaments, de boissons, d’aliments et d’échantillons
pathologiques avec les vaccins (21, 90) et conservation des vaccins inutilisés apres
des séances de vaccination a température ambiante (39).

On a découvert une forte prévalence d’erreurs évitables dans la zone métropolitaine
de Los Angeles (Etats-Unis d’Amérique), ou I’on accordait peu d’attention a la
surveillance des pratiques de conservation des vaccins (21). Des études en Hongrie
(93), en Pologne (94) et au Royaume-Uni de Grande Bretagne et d’Irlande du Nord
(23) ont montré des faiblesses importantes de la chaine du froid au cours du transport
des vaccins entre les fabricants ou les points de distribution centrale et les
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établissements de soins. En Hongrie, les contrbles de la chaine du froid ont révélé
gu’au moins 6 % des DTC et 30 % des BCG étaient exposés a une chaleur excessive
lorsqu’ils étaient transportés par les services postaux au cours de I'été ; en hiver,
38 % des expéditions étaient exposés au gel (93). En Pologne, la conservation des
vaccins était en général satisfaisante dans les dépots centraux et les centres sanitaires
d’épidémiologie, mais c’était moins le cas dans les services de consultations externes
et les centres de santé. Les conditions de transport des vaccins n’étaient absolument
pas satisfaisantes a aucun niveau (94).

2. Pastilles de controéle des vaccins ; avenir de la chaine du froid

Les pastilles de contréle des vaccins, qui mesurent I’exposition a la chaleur, sont des
étiquettes, sensibles au temps écoulé et a la température, que I’on fixe sur les flacons
de vaccin au moment de la fabrication. Au moyen d’une modification progressive de
leur couleur, ils avertissent les agents de santé et les responsables du stockage quand
un vaccin a été exposé a une chaleur excessive et ne doit plus étre utilisé. Elles sont
congues pour réagir en fonction de la courbe de stabilité thermique du vaccin avec
une marge de sécurité (160). Elles répondent soit aux normes de I’'OMS concernant
la thermostabilité, soit aux données fournies par le fabricant lorsque celles-ci sont
plus strictes.

Linformation donnée par une PCV est simple. Si le carré intérieur est d’une couleur
plus claire que I'anneau de référence externe, on peut alors employer le vaccin. Si ce
carré est de la méme couleur ou plus foncé que I'anneau extérieur, le vaccin ne peut
plus étre utilisé (Fig. 1).

Figure 1: Pastille de contréle des vaccins avec
les quatre stades de I’exposition

Carré intérieur plus clair que I'anneau extérieur.
|:| Si la date d’expiration n’est pas dépassée,
UTILISER le vaccin

Le temps passe, le carré intérieur est toujours
plus clair que I'anneau extérieur.

Si la date d’expiration n'est pas dépassée,
UTILISER le vaccin

Point limite : le carré intérieur est de la méme
couleur que I'anneau extérieur.
NE PAS utiliser le vaccin

Au-dela du point limite :  le carré intérieur est plus foncé
gue I'anneau extérieur.
NE PAS utiliser le vaccin
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Les PCV sont apparues pour la premiére fois sur les flacons de VPO fournis a
I'UNICEF et a ’'OMS durant le premier trimestre de 1996. Elles font partie des
spécifications des appels d’offre lancés par ces deux organisations. Les pays qui se
fournissent directement en vaccins commencent également a exiger les PCV sur les
VPO.

Lorsque I'administration et les infrastructures du Programme élargi de Vaccination
(PEV) ont été établies, il était impossible de verifier si les vaccins conservaient une
activité suffisante pendant la distribution. Par conséquent, au cours des 20 derniéres
années, on a bati et entretenu les systémes de chaine du froid sur la base d’un seul
ensemble de régles gouvernant la manipulation des vaccins dans le monde entier,
sans tenir compte spécifiquement des conditions locales ou des types de vaccin. Cette
approche avait le mérite de la simplicité : elle facilitait la compréhension, la mise en
ceuvre et I'administration de la chaine du froid et elle présentait un objectif concret a
réaliser et ne prétant pas a controverses.

Toutefois, elle a suscité I'apparition graduelle d’une vision dogmatique de la chaine
du froid et a empéché les agents de santé de profiter au mieux de la thermostabilité
réelle des différents vaccins.

Les programmes de vaccination ont désormais évolué et ils se sont diversifiés : la
stratégie opérationnelle atteint des régions difficiles d’acces, des campagnes spéciales
couvrent de grandes populations cibles et I’on consent un effort majeur pour atteindre
chaque enfant non protégé. Les vaccins sont devenus plus stables et une thermostabilité
ameéliorée, voire intégrale, fait partie des perspectives clairement établies. Dans ces
conditions, la conception dogmatique de la chaine du froid entraine un gaspillage des
ressources et impose aux opérations sur le terrain des restrictions inutiles.

On peut considérer la PCV comme le catalyseur d’un changement trés nécessaire
des stratégies de distribution des vaccins par la chaine du froid. Au bout du compte,
elle devrait permettre aux programmes de vaccination d’exploiter le plus possible la
stabilité de chaque vaccin, de minimiser les co(ts de distribution et d’accroftre la
flexibilité de la manipulation des vaccins sur le terrain, contribuant ainsi a rendre les
opérations plus efficaces.

3. Méthodes pour déterminer I’effet de la chaleur ou du froid sur
I’activité d’'un vaccin

Certains 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 a des
températures variées. L’épreuve de dégradation accélérée (EDA) est plus pratique.
Elle consiste a soumettre des échantillons a une gamme de températures élevées qui
provoquent une dénaturation importante et facilement détectable dans un laps de
temps relativement court. On mesure le taux de cette dégradation puis on I’extrapole
pour les températures plus basses auxquelles les vaccins sont conserveés, conformément
a I’équation d’Arrhenius (144). La précision avec laquelle 'TEDA permet de prévoir
les taux de dégradation varie considérablement en fonction des gammes de
températures utilisées, du nombre d’échantillons testés et du schéma de I’épreuve.
L'utilisation des résultats des EDA peut étre encore compliquée par les différentes
méthodes et techniques utilisées pour évaluer I'activité des vaccins.
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La détermination du titre viral des vaccins vivants atténués antipoliomyélitiques,
antirougeoleux et antirubéoleux fait appel a une technique simple. Par contre, les
tests biologiques des vaccins bactériens et des anatoxines implique des épreuves
difficiles qui nécessitent un grand nombre d’animaux, I’activité du vaccin étant
exprimée en unités fixées arbitrairement ou en doses réelles assurant une protection
de 50 %. Les résultats de ces épreuves sont souvent sujets a de larges variations
biologiques et il est difficile d’obtenir des données précises sur la détérioration d’un
vaccin a moins gu’elle ne se soit produite nettement (120).

Les vaccins et les anatoxines sont faits de protéines, d’acides nucléiques, de lipides et
d’hydrates de carbone qui subissent des modifications lorsqu’ils sont exposés a la
chaleur. La température de conservation conditionne le taux de dégradation d’un
vaccin : plus elle est élevée, plus la dégradation est rapide et forte, mais les taux
peuvent varier considérablement. Cependant, le taux de dégradation (b) n’est pas
I’unique facteur déterminant I’activité résiduelle (Y,) d’un vaccin : le temps (T) pendant
lequel le vaccin est conserve a une température donnée et son activité initiale (Y )
interviennent également.

La relation entre ces trois facteurs s’exprime au moyen de la formule suivante :
Y. =Y, -DbT

L'utilité de cette formule est limitée par le fait que nombre de ceux qui sont engagés
dans un programme de vaccination ne connaissent pas forcément I’activité initiale
d’un vaccin. Toutefois, il peut &tre précieux pour un agent de santé de connaitre les
caractéristiques relatives au taux de dégradation a diverses températures et le temps
d’exposition d’un vaccin a une température donnée pour savoir quoi faire de ce vaccin.

Le présent document examine les informations actuelles concernant la stabilité des
vaccins de fagon a pouvoir les utiliser avec le maximum d’efficacite.
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|1 Partie :

Analyse de la stabilité des vaccins
— vaccins couramment utilises
dans les programmes de
vaccination

4.  Anatoxines diphtérique et tétanique
4.1 Exposition a des températures élevees

Les anatoxines diphtérique et tétanique adsorbées sous forme monovalente ou en
tant que composantes des vaccins associés sont les plus stables des vaccins couramment
utilisés dans les programmes nationaux de vaccination. Etant des protéines, elles
obéissent en général aux principes de thermostabilité gouvernant cette classe de
produits. Elles sont stables a des températures élevées, méme pendant de longues
périodes de stockage, mais elles peuvent changer d’aspect et perdre de leur activité
si elles sont congelées, non pas a cause des propriétés des anatoxines elles-mémes
mais a cause de I’'adjuvant a base d’aluminium dont la structure particuliére en gel est
détruite par la congélation.

L’activité de la composante tétanique des vaccins adsorbés DTC ou DTC-polio n'a
pas montré de changement significatif a des températures de +4 °C a +8 °C pendant
3 a 7 ans (80, 83, 130, 146). La durée de conservation aux températures
recommandées généralement par les fabricants (+2 °C a +8 °C) dépend de la nature
du vaccin : la période de validité est normalement plus longue pour les anatoxines
monovalentes ou le vaccin associé diphtérie/tétanos (généralement 3 ans) que pour
les vaccins DTC ou DTC-polio (18 a 24 mois). Pour les vaccins associés, les
composantes coqueluche ou poliomyélite constituent les facteurs limitants.

La composante anatoxine des vaccins DTC ou DTC-polio montre une diminution
négligeable de I’activité quand elle est conservée pendant un an et demi a
18 °C (130), pendant 6 a 12 mois a 24 °C (136) et pendant 2 a 6 mois a 37 °C
(83, 136, 146). D’autres études ont néanmoins montré une plus grande labilité a la
chaleur. Un stockage a 37 °C jusqu’a 22 semaines a fait baisser de 50 % I’activité
initiale des composantes diphtérique et tétanique des vaccins DTC-polio provenant
d’un fabricant (146). Pour d’autres vaccins DTC, la composante anatoxine tétanique,
stockée pendant 45 jours a 22 °C et 35 °C, a présenté une détérioration encore plus
marquée, la baisse quotidienne s’établissant a environ 0,5 % et 1 % respectivement
(Fig. 2) (85).
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Figure 2: Activité de la composante tétanique d’un DTC stocké pendant
45 jours a différentes températures.

Activité par dose en unités internationales
0]
?

WHO 98557/F

Jours de stockage

Source : Kumar V et al. (85)

Les composantes anatoxines diphtérique et tétanique de certains vaccins DTC peuvent
résister plusieurs semaines a une exposition a des températures supérieures a 37 °C.
On n’a observeé aucune baisse significative de I’activité de I’'une ou I’autre composante
avec le vaccin DTC d’un fabricant, stocké a 45 °C pendant 2 a 4 semaines. Cependant,
le stockage a cette température pendant 8 semaines a abouti a une baisse de I'activité
de I'ordre de 40 % (83) Le processus de détérioration a été plus rapide pour un
certain nombre d’autres vaccins DTC ; a 45 °C, la perte d’activité de la composante
tétanique a été de 5 % par jour pendant la premiére quinzaine et de 1 % par jour au
cours du mois de stockage suivant (85).

A des températures supérieures a 45 °C, la dégradation de I’activité de I’anatoxine
est accélérée et elle ne suit plus I’équation d’Arrhenius a cause de la dénaturation des
protéines. Aprés une exposition a 53 °C pendant quatre et huit jours, I'anatoxine
tétanique adsorbée monovalente soumise a ’'EDA a perdu respectivement 17 % et
47 % de son activité initiale (Tableau 1) (30). Les anatoxines tétanique et diphtérique
exposées a 60 °C sont détruites en trois a cing heures (30, 135).

10 Thermostabilité des vaccins



Tableau 1: Activité de I'anatoxine tétanique adsorbée
en fonction du temps de stockage et de la température

Température (°C) Durée d’exposition (heures) Activité restante

53 96 83

192 53

55 32 97

72 52

144 44

288 35

65 3 20

Source : Cohen H, van Ramshorst JD, Tasman A (30).

Les anatoxines diphtérique et tétanique adsorbées testées en Pologne (2) ont montré
une baisse de I'activité de 50 % (demi-vie) apres 4 a 8 jours a 53 - 55 °C, apres 80 a
90 jours a 45 °C, aprés 10 a 13 moisa 35 - 37 °C et aprés5a 7 ans a 20 - 25 °C. Les
auteurs en ont conclu que les anatoxines laissées par erreur a température ambiante
pendant deux semaines au maximum pouvaient étre utilisées chez I’homme en toute
sécurité sans qu’il soit besoin de contréler leur activité.

4.2 Exposition a la congeélation

Laréduction de I'activité de I’'anatoxine tétanique varie lIégérement avec la composition
du vaccin. Pour deux vaccins DTC sur cing conservés 12 heures a - 30 °C, cette
composante a montré une baisse d’activité d’environ 30 % tandis qu’il n’y a pas eu
une telle diminution pour les vaccins conservés entre - 5 °C et - 10 °C. Toutefois, on
a noté une diminution de I'activité de la composante anatoxine tétanique dans les
vaccins DT adsorbés apres congélation aux températures de - 5°C et - 30 °C (42).
Cette différence est sans aucun doute attribuable a I’élément coqueluche des vaccins
DTC lorsque l'activité est testée au moyen d’essais sur I'animal. L'intérét de cette
observation pour I'efficacité protectrice n’est pas connu.

L'anatoxine tétanique monovalente congelée, utilisée chez de jeunes recrues, en
particulier de I’anatoxine congelée a quatre reprises, a suscité une réponse moyenne
plus faible et une proportion moindre de titres élevés par rapport au produit non
congelé, bien que la signification de cette différence ne soit pas éclaircie. Néanmoins,
toutes les personnes vaccinées au moyen d’anatoxines congelées développent des
niveaux protecteurs d’anticorps antitétaniques. La congélation ne semble pas affecter
I'immunogénicité de I’'anatoxine non adsorbée (qui reste toutefois moins immunogéene
que le produit adsorbé) (Tableau 2) (106).
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Tableau 2 : Réponse immunitaire chez des recrues vaccinées
au moyen d’une anatoxine tétanique adsorbée congelée et non congelée.

Anatoxine Traitement 10 jours aprés 10 jours aprés 10 jours apres
la premiére dose  la deuxieme dose la troisiéme dose
% >0,01 [Moyenne |%>0.01 |Moyenne % >0.01 Moyenne
Ul/ml enUl/ml | Ul/ml en Ul/ml Ul/ml en Ul/ml
non congelée 50 0.07 89 4.0 90 13.5
Adsorbée | congelée 1x 47 0.07 84 3.0 73 9.7
sur AIPO, | congelée 4x 46 0.05 77 2.4 69 9.2
non congelée 50 0.04 27 0.6 21 3.2
Non- congelée 1x 50 0.05 36 0.7 34 3.3
adsorbée | congelée 4x 54 0.06 30 0.7 21 3.2

Source : Menon PS et al. (106)

4.3 Modifications physiques de I'adjuvant d’aluminium & hautes et basses
températures

Les observations examinées plus haut se rapportent a I'activité des anatoxines telle
gu’elle résulte de I'expérimentation animale. Une exposition prolongée a une
température élevée peut néanmoins 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 I’'animal. Stocké comme composante unique
ou comme adjuvant des vaccins D, DT et DTC (3, 163, 164), I’hydroxyde
d’aluminium, utilisé comme adjuvant, a montré des “symptémes de vieillissement”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 a
une température de +4 °C a +10 °C pendant 5,5 ans. Les études recourant au
microscope électronique et a la radiographie ont montré que les modifications
morphologiques et structurelles progressent plus rapidement a 10 °C qu’a 4 °C
(163, 164).

Le point de congélation pour les vaccins DTC adsorbés se situe entre -5 °C
et - 10 °C (42). Le temps nécessaire pour congeler le DTC, le DT ou I'anatoxine
tétanique dépend du nombre de doses dans le flacon (plus le volume est grand, plus
cela demande du temps) et de la température : 110 a 130 minutes a - 10 °C, 25 a
45 minutesa - 20 °C et 9a 11 minutes a - 70 °C. A cause du phénomene de surfusion,
la température dans les flacons de DTC, de DT ou d’anatoxine tétanique tombe bien
en dessous de zéro (- 1,6 a - 2,6 °C lorsque la température extérieure se situe
entre - 4,2 °C et - 4,6 °C) avant d’atteindre le seuil d’instabilité. Au moment de la
solidification, la température du vaccin remonte a la valeur scientifique du point de
congélation qui se situe aux alentours de - 0,5 °C (50, 103).

Les vaccins adsorbés, sous forme monovalente ou en association, changent d’aspect
apres que la congélation a induit des modifications de structure et de morphologie de
I'adsorbant. Les modifications de pH et la conservation a des températures élevées
n’influent pas sur la structure du gel d’alumine, mais la congélation provoque de
profondes modifications morphologiques visibles au microscope électronique (3).
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La formation de particules agrégées, floconneuses ou granuleuses accélere la vitesse
de sédimentation (3, 6, 42, 106, 130), et elles ne forment pas une suspension homogéne
méme en agitant vigoureusement le flacon. La taille de ces particules semble augmenter
avec la répétition du cycle congélation/décongélation (106).

Les modifications physiques induites par la congélation sont a la base de “I’épreuve
d’agitation du vaccin” (“shake test™), utile pour détecter les vaccins adsorbés qui ont
été congelés (42). Cette épreuve est facile a exécuter : aprés avoir agité
vigoureusement le récipient du vaccin, on cherche d’éventuelles modifications
physiques dans le contenu puis on contréle I'ampleur de la sédimentation apres
30 minutes. la présence de particules granuleuses ou floconneuses lorsque le vaccin
est secoué ou la formation d’un dép6t sédimentaire surmonté d’une colonne de liquide
clair dans les 30 minutes indique que le vaccin a été congelé. La réalisation de cette
épreuve nécessite néanmoins une certaine expérience. De surcroft, tous les vaccins
ne subissent pas des modifications physiques apres congélation.

Les vaccins DTC, DT, I’anatoxine tétanique et le vaccin contre I’hépatite B,
susceptibles d’avoir été congelés, seront examinés pour voir s’ils présentent des
modifications physiques. Si c’est le cas, il faudra les jeter. Ladministration d’un vaccin
non homogéne peut entrainer de fortes variations dans la quantité d’antigénes inoculés
ainsi qu’une réponse immunitaire diminuée ou une augmentation de I'incidence des
réactions locales.

4.4 Résumé

Les anatoxines diphtérique et tétanique comptent parmi les vaccins les plus stables
couramment administrés. lls se conservent pendant des années a des températures
entre 2 et 8 °C, pendant plusieurs mois a température ambiante, et pendant plusieurs
semaines a 37 °C. A 45 °C, leur dégradation s’accélére et leur activité peut diminuer
en I’espace de quelques semaines. A 53 °C, elles perdent leur activité en quelques
jours et a 60 °C en quelques heures seulement. La congélation peut réduire I'activité
des anatoxines adsorbées mais elle ne semble pas affecter cependant I'immunogénicité
des produits non adsorbés. Le point de congélation des anatoxines adsorbées se situe
entre - 5 °C et - 10 °C ; il ne faut jamais les congeler.

5. Vaccin contre I’hépatite B

5.1 Exposition a la chaleur et aux basses températures

Le vaccin contre I’hépatite B (HB) est une suspension liquide se composant d’un
antigéne de surface du virus de I’hépatite B (HBsAQ) purifié et adsorbé sur un sel
d’aluminium. Deux types de vaccin sont disponibles sur le marché : I’'un est dérivé du
plasma, I'autre est a base d’ADN recombinant. Comme pour les autres vaccins
adsorbés sur des sels d’aluminium, la congélation peut provoquer des baisses
importantes d’activité. Ce risque est susceptible de s’accroitre au bout de la chaine
du froid, lorsque le vaccin est transporté dans des boites isothermes et peut se trouver
en contact avec des blocs a glace. Le vaccin anti-HB doit étre protégé de la
congélation et il ne faut pas I'utiliser si I'on pense qu’il a été congelé. Son point de
congélation se situe a - 0,5 °C environ.
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A des températures comprises entre 2 et 8 °C, le vaccin anti-HB semble stable pendant
de nombreuses années et I’'on n’a pas établi la limite supérieure de sa durée de
conservation.

Un vaccin anti-HB a base d’ADN recombinant et dérivé de la levure (Engerix-B)
semble étre stable aux températures élevées. Le fabricant estime que sa stabilité est
de 30 jours entre 20 et 25 °C, d’une semaine a 37 °C et de 3 jours a 45 °C, avec des
demi-vies correspondantes calculées a 9 mois, 31 jours et 13 jours.

On n’a pas observé de différence dans les réponses immunitaires entre des personnes
en bonne santé ayant recu un vaccin recombinant chauffé & 37 °C pendant une semaine
et des sujets similaires auxquels on a administré un vaccin témoin conservé a
4 °C: la répartition des anticorps et la moyenne géométrique de leur titre étaient
identiques pour les deux groupes. Dans I’ensemble, I'incidence, la gravité et les types
de symptomes ont été semblables dans les deux cas et I’on n’a pas signalé de réactions
indésirables graves (78).

Une autre étude a porté sur le vaccin recombinant administré a des volontaires sains.
En utilisant des vaccins conservés a 4 °C aux fins de comparaison, il est apparu que
le chauffage du vaccin a 45 °C pendant une semaine ou a 37 °C pendant un mois
n’altérait pas sa réactogénicité ni sa capacité a produire des titres d’anticorps a un
niveau considéré comme protecteur (145).

Cinq fabricants ont fourni des données sur la thermostabilité de leurs vaccins anti-
HB lorsqu’ils sont conservés a différentes températures. Les épreuves ont porté sur
des lots produits en routine : quatre produits dérivés du plasma et un vaccin
recombinant (Tableau 3).

Les résultats montrent que les vaccins anti-HB conservés entre 2 et 8 °C sont tout a
fait stables pour des périodes allant jusqu’a quatre ans. A des températures ambiantes
comprises entre 20 et 26 °C, les vaccins de trois des fabricants ont été stables pendant
au moins un an, tandis que celui d’un autre a perdu 50 % de son activité initiale en
quatre mois. A des températures comprises entre 36 et 40 °C, le vaccin du cinquiéme
fabricant a montré un niveau plus faible de thermostabilité que les autres. L’aspect
physique, le pH, le contenu en merthiolate, en aluminium et en protéines, la stérilité
et la toxicité anormale sont restés les mémes pour les vaccins produits par un des
fabricants et conservés pendant 24 mois a des températures allant de 2 a 36 °C.
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Tableau 3: Stabilité de cing vaccins anti-HB d’apreés les essais
d’immunogénicité sur I'animal

Vaccins testés Parametres utilisés pour Température de conservation (°C)
tester les vaccins
2-8 20- 26 36 - 40 45

A (plasma) Conservation maximale |24 mois 12 mois 3 mois -

sans perte significative

d’activité
C (plasma) Activité restante (%) apres| 100% apres| 70% aprés| 70% apres| -

un laps de temps donné |24 mois 24 mois 24 mois
D (plasma) Conservation maximale |44 mois - - -

avec un intervalle de

confiance pour I'activité

relative > 1
E (recombinant) | Conservation maximale |53 mois 12 mois | 7 mois 1 mois

avec un intervalle de

confiance pour I'activité

relative > 1

Demi-vie * - 9 mois 1 mois 3 jours
F (plasma) Demi-vie >3 ans 4 mois 7 jours -

* Demi-vie : temps au bout duquel on observe une baisse de 50 % de I’activité initiale
Source : données fournies par les fabricants

5.2  Vaccins anti-HB utilisés en dehors de la chaine du froid

Une étude a été réalisée en Chine pour évaluer si les vaccins conservés en dehors de
la chaine du froid pour des périodes allant jusqu’a trois mois pouvaient rester efficaces
et étre toujours administrés a des enfants a la naissance (7). Les vaccins, stockés a
température ambiante, ont été administrés par les sages-femmes a 358 enfants a leur
naissance. Pour le groupe témoin, le méme vaccin, conservé au réfrigérateur, a été
administré par des médecins de village a 232 nourrissons entre 24 et 72 heures apres
la naissance. Les deuxiemes et troisiemes doses ont été données avec les autres vaccins
dans le cadre des services de santé périphériques, disponibles a des intervalles
d’environ deux mois. Les taux de séroconversion pour I'anti-HBsAg avec les vaccins
stockés réfrigérés ou non ont été de 81,6 % et 81,9 % respectivement.

Bien que le vaccin anti-HB soit extrémement stable a la chaleur, nous ne disposons
pas encore de données suffisantes pour recommander une utilisation intégralement
en dehors de la chaine du froid. Les rapports prometteurs de Chine ne donnent pas
d’informations sur la gamme des températures ambiantes auxquelles les vaccins ont
été exposes et utilisés par les sages-femmes. Il existe néanmoins la latitude d’élaborer
une instruction permettant de sortir les vaccins de la chaine du froid en cas d’urgence
ou pour les activités périphériques de courte durée, dans la mesure ou une pastille de
contréle est fixée sur chaque flacon.
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5.3 Résumé

Ces informations laissent penser que le vaccin anti-HB se trouve dans la gamme
supeérieure de la thermostabilité, avec les anatoxines diphtérique et tétanique, parmi
les vaccins couramment utilisés dans les programmes de vaccination. Il est stable
jusqu’a 4 ans entre 2 et 8 °C, plusieurs mois entre 20 et 25 °C, plusieurs semaines a
37 °C et plusieurs jours a 45 °C. Comme pour les autres vaccins adsorbés sur des
sels d’aluminium, sa congélation peut entrainer une baisse d’activité importante. Son
point de congélation se situe a - 0,5 °C environ. Il convient donc de toujours le
protéger du gel, notamment en bout de la chaine du froid, lorsqu’il est transporté
dans des boites isothermes en contact avec des accumulateurs de froid.

6. Vaccin antirougeoleux

6.1 Stabilité du vaccin lyophilisé

Ces derniéres années, on a fait des progres sensibles pour améliorer la thermostabilité
de ce vaccin. La mise au point d’un stabilisant efficace (59, 102, 119) et la formulation
de normes OMS relatives a la thermostabilité du vaccin antirougeoleux lyophilisé
(152, 153) ont eu un retentissement considérable sur la qualité des vaccins
antirougeoleux disponibles sur le marché.

Ces deux normes font appel a deux critéres de stabilité :

(1) Les vaccins lyophilisés doivent conserver au moins 1 000 particules virales
vivantes par dose destinée a I’homme a la fin d’une durée d’incubation de
7 jours a 37 °C ;

(2) Si, au cours de I'incubation, le titre viral a diminué, cette baisse ne doit pas
dépasser 1 log,, (152).

L'augmentation de la thermostabilité dans les conditions normales de travail revét
une importance particuliere dans les pays en développement (65).

Le vaccin antirougeoleux sous sa forme seche est extrémement stable aux
températures en dessous de zéro (102). Il reste actif s’il est conservé au froid et des
congélations successives ne I’endommage pas.

La dégradation thermique des vaccins antirougeoleux de seconde génération est lente
(Fig. 3) (4, 100). A une température comprise entre 2 et 8 °C, ces vaccins améliorés
conservent une activité minimale pendant plus de deux ans (19, 102, 119).

La stabilité des vaccins antirougeoleux actuels est grande aux températures élevées.
A température ambiante (20 a 25 °C), les produits modernes ont un taux de
dégradation lente d’environ 0,17 et 0,33 DICC,, aprés deux et quatre semaines
respectivement de stockage (119). Le titre infectant minimal requis persiste encore
apres deux a quatre mois de conservation a température ambiante (73, 102).
Des vaccins antirougeoleux conservés a 25 °C pendant 7 jours ont induit la
séroconversion chez 122 (92 %) des 132 enfants vaccinés (66).
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On a montré que des vaccins antirougeoleux gardaient le titre infectant requis aprés
14 jours de stockage a 37 °C (102, 119). Les vaccins de deuxiéme génération ont
perdu respectivement 0,39 et 0,47 log, DICC, apres 7 et 14 jours de conservation
a 37 °C, tout en gardant des concentrations virales résiduelles supérieures a
1000 DICC,, par dose (73). Sur I'ensemble des 30 jours d’exposition a 37 °C, le
taux de degradation a été de 0,025 log, DICC,_ par jour. La demi-vie était d’environ
sept jours.

La thermostabilité renforcée des vaccins antirougeoleux de seconde génération s’est
confirmeée sur le terrain. Des études au Cameroun ont montré que ceux-ci, stockés a
37 °C pour une durée allant jusqu’a 14 jours, pouvaient induire la séroconversion
chez les enfants séronégatifs (65).

A 41 °C, le processus de dégradation est rapide et se traduit par une baisse du titre
de 50 % en deux jours et de 0,4 a 0,7 log,, en une semaine (48, 119). On a estimé la
demi-vie des vaccins antirougeoleux a 31 jours a 20 - 25 °C, a 16,6 jours a 37 °C et
a 3,3 jours a 41 °C (5).

Entre 54 et 56 °C, le vaccin antirougeoleux est inactivé rapidement, perdant plus de
0,65 log,, et 1,3 log,, pour un et trois jours d’exposition respectivement. Le temps
nécessaire pour que le titre descende a 1 000 DICC, a eté d’environ 12 heures
(102).

6.2 Stabilité du vaccin reconstitué

Les vaccins antirougeoleux, méme ceux dotés d’une thermostabilité renforcée sous
forme seéche, perdent rapidement leur activité une fois reconstitués et conservés a
des températures élevées.

L'activité des vaccins antirougeoleux reconstitués a 4 °C est restée supérieure a
1000 DICC,, pendant au moins 24 heures, bien qu’ils aient subi une dégradation de
0,014 log,, DICC,, par heure (48). Lorsqu’un vaccin reconstitué est conserve a
26 °C, la baisse du titre peut atteindre 0,02 a 0,027 log,, par heure. Le temps
nécessaire pour que le titre descende a 1 000 DICC, se situe entre 16 et 24 heures
(48, 102, 73).

A 37 °C, le vaccin se dégrade plus rapidement : la baisse du titre atteint environ
0,1 log,, par heure, ce qui donne une reduction du titre a 1 000 DICC,_; pouvant
prendre moins de sept heures (48, 102, 119).

La reconstitution du vaccin avec un diluant chaud peut étre nocive : un vaccin
reconstitué avec un diluant préchauffé a 41 °C puis incubé au bain-marie a cette
température a perdu la moitié de son activité de départ en une demi-heure et
0,5a0,7 log,, en une heure (119). A 37 °C, la baisse du titre a eté de 0,4 a 0,5 et de
0,8 a 1,0log,, en 3 et 6 heures respectivement (48, 119).

Les vaccins antirougeoleux reconstitués doivent étre utilisés au cours de la séance
de vaccination. Le vaccin antirougeoleux est produit sous forme lyophilisée (procedé
de congélation - dessiccation) et doit étre reconstitué extemporanément avec le diluant
fourni par le fabricant. Cela rend possible des erreurs lors de la manipulation (156).
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Il existe un risque sérieux lorsque le vaccin reconstitué est conservé plus de six
heures, quelle que soit la température et a plus de 8 °C quelle que soit la durée de
conservation. Ceci est dU a la possibilité de contamination du produit pouvant
entrainer des effets secondaires graves pour les sujets vaccinés. Lors de son utilisation,
le vaccin antirougeoleux doit étre protégé des températures élevées et de la lumiere
(celle-ci pouvant inactiver le virus). Les vaccins reconstitués doivent étre jetés a la
fin de chaque séance de vaccination et ne doivent JAMAIS étre gardés pour une
séance ultérieure (156).

Figure 3: Essais de stabilité accélérées a trois températures pour un vaccin
de premiere génération (a) et de seconde génération (b)
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6.3 Résumé

Le vaccin antirougeoleux sous forme lyophilisée est trés stable. Il I’est aux
températures inférieures a zéro degré et des congélations successives ne I’abiment
pas. Entre 2 et 8 °C, il maintient une activité minimale pendant plus de deux ans. A
température ambiante (de 20 a 25 °C), le titre infectieux minimal requis se maintient
pendant au moins un mois et pendant au moins une semaine a 37 °C. A 41 °C, il se
dégrade rapidement, le titre baissant de 50 % en deux jours.

Apreés reconstitution, le vaccin antirougeoleux perd rapidement son activité lorsqu’il
est conservé a des températures élevées. A 26 °C, le titre baisse au niveau minimal
en 16 heures environ et a 37 °C en sept heures approximativement. Il faut conserver
au froid les vaccins reconstitués pendant la vaccination, les jeter a la fin de chaque
séance et ne jamais les garder en vue d’une séance ultérieure.
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7.  Vaccin antamaril
7.1 Stabilité du vaccin lyophilisé

La stabilité médiocre des premiers vaccins antiamarils a été préoccupante. Pour la
plupart, ils perdaient de leur activité durant une période de stockage de 6 mois
a-20°C ou ab5°C et, soumis a des températures élevées, ils se dégradaient trés
rapidement (125, 133). Plusieurs fabricants ont préparé des vaccins a stabilité
renforcée. Des milieux comme le lactose, le sorbitol, I’histidine et I’alanine ont amélioré
considérablement la thermostabilité du vaccin 17D lyophilisé (12, 13, 133). On utilise
avec succes les vaccins stabilisés sur le terrain (55, 126). La Figure 4 montre les
différences de stabilité entre les anciennes et les nouvelles formulations.

Figure 4 : Diminution du pouvoir infectant de vaccins viraux antiamarils
lyophilisés, stabilisés et non stabilisés, conservés a 46 °C pendant quatre jours
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Le vaccin antiamaril se conserve sans probléme a - 20 °C ou a + 4 °C pendant deux
ans ou plus (25). On estime la demi-vie du pouvoir infectant entre 3 et 10 mois a
température ambiante, entre 10 et 20 jours a 37 °C et a environ deux jours a 46 °C
(25, 52). Le temps requis pour réduire le titre initial du vaccin a 1 000 unités infectantes
se situe entre 2,6 et 6,1 jours a 46 °C, entre 5,7 et 15,7 jours a 37 °C et entre 12,4 et
26 jours a 31 °C (72). On observe des réductions semblables du titre lorsqu’on garde
un vaccin stabilisé continuellement & 37 °C ou lorsqu’on le soumet alternativement a
des températures de 37 °C et 4 °C (52).

En 1987, les fabricants ont fait parvenir a ’'OMS une étude portant sur 11 vaccins
antiamarils. Celle-ci montrait une stabilité trés variable (148). Le nombre de jours
requis pour réduire le titre initial a 1 000 unités infectantes, lorsque les vaccins étaient
conservés a 37 °C allait de 1 a 5 jours pour 4 vaccins, de 13 a 21 jours pour 2 vaccins
et de 38 a 146 jours pour 5 vaccins (voir Fig. 5).
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Dans la Figure 5, les vaccins apparaissant au-dessus de la ligne horizontale, qui indique
la limite fixée pour la perte a 1 log,  de virus, sont ceux qui ont subi une baisse trop
importante du titre. De méme, les vaccins qui apparaissent a la gauche de la ligne
indiquant les 14 jours d’incubation, ont fait preuve d’une trop grande perte d’activité.
Les vaccins qui apparaissent dans le quart inférieur droit répondent a la fois aux
critéres A et B correspondant a la norme de stabilité demandée par I’'OMS. Cette
norme stipule que le vaccin doit conserver 1 000 DL pour la souris, on son équivalent
en unités formatrices de plage par dose humaine (A) et que la baisse moyenne du
titre doit étre inférieure a 1 log,  apres incubation pendant deux semaines a 37 °C
(B) (155). Tous les vaccins antiamarils produits par des fabricants approuvés par
I’OMS répondent a cette norme.

Figure 5: Classement des vaccins antiamarils 17D en fonction de la norme
de thermostabilité envisagée
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7.2 Stabilité du vaccin reconstitué

Lorsgu’on le garde entre 0 et 8 °C, le vaccin reconstitué conserve sa dose vaccinale
minimale (1 000 unités infectantes) pendant au moins 10 jours (72). Il se dégrade
rapidement cependant lorsqu’il est exposé a des températures élevées. A 37 °C, 31 °C
et 27 °C, il a perdu 50 % de son pouvoir infectant aprés 1,5, 3,1 et 4,9 heures
d’exposition (25, 72). L'utilisation d’un diluant & 37 °C entraine une inactivation
rapide du virus et la perte totale d’activité en une heure (134). Lexposition d’un
vaccin reconstitué pendant une heure a 46 °C a provoqué une baisse de 0,5 log,, et
la diminution du pouvoir infectant a dépassé 1 log,  apres deux heures (25). Comparée
a plusieurs diluants, comme un soluté salin, une solution tampon, la gélatine et la
peptone, I'eau distillée a été la plus efficace pour garder au vaccin un titre viral
satisfaisant pendant trois heures aprés reconstitution a 37 °C (134).

Dans une étude au Cameroun, les taux de séroconversion d’un groupe d’enfants
vaccinés avec un vaccin antiamaril conservé aprés reconstitution a des températures
comprises entre 25 et 30 °C pendant une, deux et trois heures ont été respectivement
de 100 %, 82 % et 67 % (37).

7.3 Résumé

On peut conserver en toute securité les vaccins antiamarils lyophilisés a - 20 °C et a
+ 4 °C pendant deux ans. On estime la demi-vie du pouvoir infectant du vaccin a
température ambiante (20 a 25 °C) a une valeur comprise entre 3 et 10 mois. La
baisse du titre initial du vaccin au niveau minimal acceptable se produit en deux a
trois semaines & 31 °C, en une a deux semaines a 37 °C et en trois a six jours a 41 °C.
Comme pour le vaccin antirougeoleux, le vaccin antiamaril se dégrade rapidement
apres reconstitution lorsqu’il est exposé a des températures élevées. A 27 °C, il perd
50 % de son pouvoir infectant aprés une exposition de cing heures. L'utilisation d’un
diluant a 37 °C entraine une inactivation rapide du virus et une perte totale d’activité
en une heure. Il faut donc rapidement administrer le vaccin antiamaril apreés
reconstitution (dans I’heure qui suit). Si le vaccin reconstitué est gardé
continuellement dans un bain glacé, on peut I'utiliser pendant toute la durée
d’une séance de vaccination, mais on devra le jeter a la fin de celle-ci.

8.  Vaccin anticoquelucheux

L’absence d’une épreuve simple, économique et reproductible pour déterminer
I'activite limite les études de stabilité pour le vaccin anticoquelucheux. L’épreuve
d’activité recommandée par I’'OMS (149) est techniquement difficile et exige du
personnel trés qualifié ainsi qu’un grand nombre de souris appartenant a une certaine
souche. Les résultats sont soumis a de grandes variations biologiques et il est difficile
d’obtenir des données précises sur la détérioration de I’activité du vaccin exposé a
des températures élevées, sauf en cas de modifications sensibles.

Néanmoins, plusieurs études ont fourni des informations précieuses sur les divers
facteurs qui influencent la stabilité du vaccin anticoquelucheux. Les parameétres les
plus souvent étudiés sont les suivants:
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« la température (6, 34, 44, 82, 83, 85, 124, 146) ;

» le type de vaccin : vaccin monovalent ou composante coqueluche du DTC
(6, 34, 69, 79) ;

» la méthode d’inactivation (60, 77, 79) ;
e la souche de B. pertussis (26) ;

* la nature de I'adjuvant ou de I’agent conservateur (113, 146).

8.1 Influence de latempérature sur I’activité et la toxicité du vaccin

L’activité de la composante coqueluche du vaccin DTC dépend de la température de
stockage ; la congélation comme la chaleur peuvent la faire diminuer. La Figure 6
(44) et le Tableau 4 montrent les effets de diverses températures ambiantes sur la
composante coqueluche du DTC.

Figure 6 : Baisse de I'activité de la composante coqueluche dans le
vaccin DTC en fonction de la durée de conservation et de la température
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Source : Organisation mondiale de la Santé (44)

Conservée au réfrigérateur entre 4 et 6 °C, la composante coqueluche des vaccins
DTC ou DTC-polio semble garder une activité satisfaisante pendant une période de
deux ans (80, 83, 146). Toutefois, méme dans des conditions de stockage optimales,
on observe une diminution constante de I’activité sur de longues durées. L’activité
initiale moyenne des vaccins DTC, estimée a 8,5 Ul par dose humaine unitaire, est
tombée a moins de 4 Ul par dose au bout de 46 mois (80). De méme, celle de la
composante coqueluche dans les vaccins DTC-polio a chuté de 5,2 - 8,6 Ul/ml a
1,2 - 1,6 Ul/ml aprés trois ans de stockage a 4 °C (83).
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La baisse d’activité annuelle moyenne de la composante coqueluche des vaccins DTC
est évaluée a 0,35 Ul par dose humaine. Lactivité atteint un minimum de 4 Ul par
dose apreés six ans de conservation a 4 °C (33, 34, 77). Entre 22 et 25 °C, elle demeure
supérieure a 80 % de la valeur initiale pendant 2 a 8 semaines, puis elle diminue
ensuite progressivement selon un taux de dégradation estimé entre 0,3 et 0,4 % par
jour.

A 37 °C, le processus de dégradation s’accentue et semble se dérouler en deux phases :
au début, le déclin de I'activité est plus rapide avec un taux de dégradation estimé
entre 1 et 6 % qui ralentit par la suite (44, 60, 83, 146).

Tableau 4 : Stabilité de la composante coqueluche des vaccins
DTC en fonction de la température

Température Références Estimation de la baisse Durée de stockage et durée
de stockage d’activité par jour (%) utilisée pour le calcul du
(°C) taux de dégradation
34 0.06 6 ans
4-8 85 0 45 jours
6 0 12 - 18 mois
61 0.01 90 jours, 15 - 90 jours
83 0.05 - 0.06 3 ans
85 0.31 45 jours, 0 - 45 jours
22 -25 44 0.41 140 jours, 40 - 140 jours
6 0 30 jours suivis de 18 mois
60 0.26 a4-°C
90 jours, 15 - 90 jours
44 1.80 90 jours, déclin rapide
30 0.80 0 - 15 jours
déclin lent, 30 - 90 jours
146 3-6* 56 jours, O - 7 jours
35-37 124 1.2 90 jours, 0 - 15 jours
44 5.2 60 jours, 0 -20 jours
60 2.4 90 jours, 0 -15 jours
83 55 56 jours, 0 - 7 jours
82,83 6.7 56 jours, 0 - 7 jours
46 44 10.8 20 jours, O - 4 jours

* Deux vaccins DTC-polio avec différents agents conservateurs

Conservé a 45 - 46 °C, le vaccin voit son activité diminuer fortement les premiers
jours d’exposition, la baisse atteignant environ 10 % par jour. Une baisse de 50 %
peut se produire au bout d’une exposition de 4 a 7 jours seulement et un stockage a
50 - 56 °C améne une destruction rapide et compléte de I'activité de la composante
coqueluche (15, 69). On a signalé une résistance plus élevée de cette composante
aux températures élevées sans que le fait ait pu étre expliqué (15, 85, 124, 136).
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On ne dispose pas de données sur la stabilité du vaccin anticoquelucheux acellulaire
gui, dans le DTC renferme des protéines adsorbées sur un sel d’aluminium. On s’attend
donc a ce que sa stabilité ait un profil comparable a celle des autres vaccins protéiques,
c’est-a-dire une thermostabilité relativement bonne, une résistance faible a la
congélation et une durée de conservation comprise entre deux et troisansa 2 - 8 °C
(81).

La congélation peut altérer I'activité des vaccins anticoquelucheux. Lactivité 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’altération est plus grande par la
congélation que par le stockage a des températures élevées (Fig. 7) (6). Lorsque des
vaccins DTC adsorbés provenant de 5 fabricants différents ont été conservés pendant
12 heures entre - 5 °C et - 10 °C et entre - 20 °C et - 30 °C, trois d’entre eux ont vu
I’activité de leur composante coqueluche subir une baisse sensible aux deux plages
de températures (42).

Figure 7 : Immunogénicité* du vaccin anticoguelucheux monovalent et de
la composante coqueluche du DTC conservés dans des conditions variées

Vaccin Composante
anticoquelucheux coqueluche du
monovalent vaccin DTC

Activité relative

WHO 98558/F

+4°C +20°C +37°C +56 °C -20°C
12 — 18 mois 30 jours 30 jours 15 jours 15 jours
+ 4 °C pendant 12 a 18 mois

Conditions de conservation

* Exprimée sous forme d’activité relative par rapport a une préparation de référence nationale
L'activité relative de 0,5 est égale a 4 Ul par dose unitaire

Source : Andrescu V et al. (6)

Rien n’indique que la toxicité du vaccin anticoquelucheux augmente avec la durée de
stockage, comme I’établissent les épreuves de prise de poids de la souris et de
sensibilisation a I’histamine (6, 26, 61). En fait, on observe une diminution de la
toxicité dans des vaccins conservés a 25 °C et 35 °C pendant une durée de 4 semaines
a 3 mois (26, 61).
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8.2 Vaccins anticoquelucheux monovalents comparés a la composante
coqueluche des vaccins associés

Une étude a montré que les vaccins anticoquelucheux monovalents étaient instables
a 4 °C: au cours d’un stockage de 18 mois, certains échantillons ont perdu 58 a
87 % de leur activité initiale (69).

Les suspensions en gros de B. pertussis semblent se dégrader plus rapidement a 4 °C
pendant la premiere année de conservation que la composante coqueluche des vaccins
DTC adsorbés sur le phosphate d’aluminium (Fig. 8), probablement parce qu’il leur
manque I’effet protecteur exercé par les protéines des anatoxines et les ions aluminium
présents dans les vaccins trivalents. (Les effets des ions aluminium seront abordés a
la section 8.5.)

Figure 8 : Activité des suspensions en vrac de B. pertussis et de la
composante coqueluche du vaccin DTC conservées de 1 a 8 ans a 4 °C
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8.3 Methodes d’inactivation de B. pertussis

Les premiéres études portant sur la stabilité des vaccins anticoquelucheux préparés
a partir de cultures poussées et tuées par diverses méthodes montrent qu’aucun agent
inactivant (merthiolate, phénol, formol ou la chaleur) ne prend définitivement le pas
sur les autres dans ce domaine. Mais, en cas de stockage prolongé, les vaccins tués
par le phénol ou le formol prennent une teinte sombre et sont difficiles a remettre en
suspension tandis que les vaccins inactivés par le merthiolate ou la chaleur changent
peu d’aspect.
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Les observations anciennes faites par Kendrick (79) ont été confirmées par Gupta et
al. qui ont étudié la stabilité de la composante coqueluche des vaccins DTC préparée
au moyen de diverses méthodes d’inactivation (chaleur, formaldéhyde, glutaraldéhyde,
thiomersal ou traitement par I’acétone) (Fig. 9) (60). Les épreuves de stabilité
pratiquées aprés la conservation des vaccins pendant 90 jours a 4 - 8 °C, a 25 °C et
a 35 °C n’ont fait apparaitre aucune différence de stabilité attribuable a I’agent
d’inactivation utilisé.

Figure 9: Activité de la composante coqueluche des vaccins DTC stockés
a 35 °C apres inactivation par la chaleur (HIP), le formaldéhyde (FIP),
le glutaraldéhyde (GIP) et le thiomersal (TIP)
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Source : Gupta RK et al. (60)

Les travaux de Gupta et al. montrent les problemes rencontrés dans les études portant
sur les vaccins anticoquelucheux : faible reproductibilité des évaluations de I'activité
de ces vaccins et différences dans les vitesses de dégradation des vaccins préparés
selon le méme procédé. Lactivité initiale des vaccins préparés au moyen de diverses
méthodes d’inactivation varie considérablement, celle des vaccins inactivés au
thiomersal étant la plus forte et celles des vaccins traités a I’acétone étant inférieure
a la norme admise.

8.4 Souches de B. pertussis

Dans les recherches (26), les vaccins préparés a partir de six souches différentes ont
révélé une stabilité variable, mais les chiffres n’étaient pas assez significatifs pour
gue I’'on puisse faire une nette distinction entre les souches stables et instables.
Toutefois, dans une souche qui a donné un vaccin doté d’une plus grande stabilité,
I’action du facteur favorisant la leucocytose et du facteur de sensibilisation a I’histamine
(mesures de la toxine coquelucheuse) s’est exercée plus longtemps que dans des vaccins
préparés avec d’autres souches.
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8.5 Influence du conservateur et de I'adjuvant

Une baisse sensible de I'activité de la composante coqueluche du vaccin DTC-polio
risque de se produire si I’on utilise le chlorure de benzéthonium (CB) comme
conservateur (38, 122). Ce dernier a été introduit pour remplacer le merthiolate
quand il est apparu qu’il inactivait la composante poliovirus du vaccin. Le CB est un
ammonium quaternaire qui agit probablement en se fixant sur les sites chargés
négativement a la surface de B. pertussis.

Ensuite, Olson et al. ont montré que le vaccin anticoquelucheux conservé par le CB
et stocké a 37 °C pendant 16 semaines n’avait pas d’activité protectrice mesurable
chez la souris (Tableau 5) (113). Cependant, on pourrait diminuer I'effet dommageable
du CB en traitant le vaccin avec des sels d’aluminium, de calcium ou de magnésium
ou avec la choline ou la D-lysine avant d’ajouter cet agent conservateur. On a laissé
entendre que ces substances étaient capables d’empécher I’'absorption du CB sur les
cellules du bacille de la coqueluche, ce qui stabiliserait par conséquent les antigénes
protecteurs ainsi que le détermine I’épreuve de protection sur la souris.

Van Ramshorst et van Wezel (146) ont étudié la stabilité de toutes les composantes
des vaccins DTC-polio tétravalents, conservés par le CB, 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 éthanol n’ont pas différé fondamentalement de
ceux observés pour les vaccins conservés par le merthiolate. Il est possible que le
phosphate d’aluminium présent dans le vaccin tétravalent atténue les effets déléteres
du chlorure de benzéthonium.

Tableau 5 : Activité des vaccins anticoquelucheux contenant divers
conservateurs et stockés a 37 °C

Activité en Ul/ml
Conservateur Durée du stockage a 37 °C
0 5 10 16 42
semaine semaines |semaines [semaines semaines
Merthiolate 4.6 2.1 2.1 - PA
Chlorure de 4.7 2.8 0.8 PA PA
benzéthonium (CB)
CB + chlorure de calcium 3.6 3.6 3.0 3.6 3.3
CB + phosphate 4.3 8.5 3.8 - 3.4
d’aluminium
CB + sulfate de 7.1 2.8 2.8 1.9 0.9
magnésium
Choline - 4.4 2.3 - 2.2

PA = Protection absente

Source : Olson BH, Eldering G, Graham B (113).
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8.6 Résumé

Dans sa présentation habituelle, le DTC renfermant du thiomersal et un adjuvant
d’aluminium est sensible & la congélation mais relativement stable a 4 °C pendant au
moins deux ans. Il résiste a une conservation de plusieurs mois a des températures
comprises entre 22 et 25 °C, de plusieurs semaines a 37 °C et moins d’une semaine a
45 °C. Comme pour la plupart des vaccins comportant des protéines, les températures
supérieures a 56 °C les abiment immédiatement.

9. Vaccin BCG

Plusieurs facteurs compliquent la standardisation de ce vaccin et les études relatives
a sa stabilité, notamment :

(1) le nombre des différentes souches dérivées utilisées pour la production des
vaccins.

(2) les différences dans les méthodes de fabrication et de contrdle appliquées par
les fabricants de vaccins. La technique et la durée de culture du BCG ainsi que
la nature de I’agent stabilisant sont des facteurs importants.

(3) les différences dans la teneur bactérienne et le nombre de particules
cultivables.

(4) I'absence d’une technique de laboratoire approuvée pour mesurer le pouvoir
protecteur des vaccins contre I'infection tuberculeuse chez I'homme.

Pour le contréle de la qualité lot par lot, I'examen de la viabilité du vaccin, qui se fait
en déterminant le nombre de particules cultivables par dénombrement des colonies
sur milieu solide, constitue I’épreuve la plus importante. Ce test de viabilité revét
également une importance capitale pour I'évaluation de la stabilité du BCG stockeé
dans des conditions variables.

Le BCG a été le premier vaccin pour lequel des normes OMS de thermostabilité ont
éte fixées (150). Chaque lot de BCG doit faire I'objet d’une EDA. Le nombre de
particules cultivables dans le vaccin incubé a 37 °C pendant 28 jours ne devra pas
étre inférieur de plus de 20 % a celui provenant d’un vaccin conservé a 4 °C (154).

9.1 Effetde latempérature sur laviabilité du BCG

Conservé au réfrigérateur a des températures inférieures a 8 °C, ce vaccin est
relativement stable et la plupart des fabricants donnent une durée de validité d’un an
si cette condition est remplie. La viabilité a décru de 20 % pour une durée de stockage
de deux ans a 4 °C (53), laissant entendre une perte annuelle d’environ 10 % en
dessous de 8 °C (53, 165). Cependant, certains vaccins peuvent perdre jusqu’a
20 - 25 % de leur viabilité initiale en six mois de stockage seulement (137).

Conservés a 13 - 15 °C pendant deux mois, les BCG n’ont subi qu’une légere perte
de viabilité, mais celle-ci a atteint environ 20 % au bout de neuf mois (24). A 18 °C,
la viabilité diminue d’environ 10 % par mois (165).
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A température ambiante (22 - 25 °C), certains vaccins BCG peuvent perdre de 25 a
40 % de leur viabilité initiale en deux mois de stockage (74) et d’un cinquiéme a un
tiers en trois mois (24). A 30 °C ou a 37 °C, la dégradation se déclenche plus
rapidement et la vitesse de diminution des particules cultivables est plus importante
pendant la phase initiale qu’au cours des phases ultérieures de I’exposition
(Tableau 6) (24, 129). On ignore si ce taux de dégradation précoce serait aussi fort si
I’on répétait I’exposition a des températures élevées. La baisse quotidienne de viabilité
pour les vaccins conservés a 37 °C pendant quelques semaines s’est située entre
1et2% (11, 20, 24, 74, 165).

Tableau 6 : Baisse d’activité de quatre vaccins BCG
gardés a 30 °C et 37 °C pendant 36 semaines

Taux de perte d’'activité par jour (en pourcentage de la valeur initiale) a

30°C 37°C
Durée de stockage en semaines
Vaccins 0-9 10 - 36 0-4 6 - 36
Japonais 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
Danois 0.8 0.2 1.9 0.2

Source : Bunch Christensen K (24)

La dégradation du vaccin BCG est trés rapide a des températures dépassant 37 °C.
L’exposition a 54 °C entraine une baisse de la viabilité initiale de 25 a 73 % en un
jour et de 74 a 85 % en trois jours (74). Elle peut diminuer de moitié apres une
exposition de 30 minutes a 70 °C et de 80 % aprés 5 minutes d’ébullition (56).

L'exposition du BCG a des températures élevées aboutit a une baisse du nombre des
particules cultivables, proportionnelle a la température et a la durée de I'exposition.
Il est cependant difficile de déterminer une limite de dégradation thermique acceptable
faute de connaitre la dose vaccinale optimale. Administrés a des enfants d’age scolaire,
les vaccins dont la viabilité a diminué de 40 a 60 % a la suite d’une exposition de
2 & 4 semaines a des températures élevées sont demeurés capables de susciter une
réaction a la tuberculine et des lésions vaccinales qui ne se distinguaient pas de celles
produites par des vaccins témoins conservés au réfrigérateur (20, 165). Une
conservation prolongeée a des températures élevées a diminué I'allergie postvaccinale
et la taille des Iésions vaccinales (20). L'interprétation de ces résultats n’est pas facile,
car I’hypersensibilité retardée a la tuberculine et les nodules au point d’inoculation,
qui sont les marques caractéristiques des réponses cellulaires spécifiques, n’ont pas
de rapport direct avec la protection.
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On se demande souvent si la conservation du vaccin BCG en dessous de 0 °C est
conseillée. De plus, il a été indiqué que la répétition de cycles de congélation et de
décongélation pourrait nuire. Toutefois, les données expérimentales montrent que la
viabilité n’est pas affectée par un stockage a des températures de - 20 ou de - 30 °C,
ni par une répétition des cycles de congélation - décongélation répétés jusqu’a
10 fois (24, 56).

9.2 Stabilité des vaccins produits a partir de différentes souches dérivées
du BCG

Toutes les souches de BCG disponibles dérivent de celle produite par Calmette, il y
a plus de 65 ans. Avec cette longue période de survie de la souche d’origine par
transferts sur milieux de culture, on observe des différences fondamentales entre les
souches filles.

Les souches sont en général classées comme fortes, comme la souche frangaise 1172
(Pasteur) et la souche danoise 1331 (Copenhague), ou faibles, comme la souche
japonaise 172, la souche brésilienne Moreau ou la souche britannique 1077 (Glaxo).
Cette distinction repose principalement sur les caractéristiques de croissance, la
virulence résiduelle chez I'animal et la réactogénicité chez I'enfant. Les différences
pourraient étre liées a la teneur en antigenes lipidiques de surface et aux protéines
sécrétées par ces souches (1).

Il existe des différences de thermostabilité en fonction des diverses souches
secondaires utilisées pour la préparation du vaccin (Tableau 7, Figure 10) (24).
A toutes les températures d’essai, les taux de dégradation ont été les plus faibles
pour le vaccin japonais et les plus forts pour les vaccins Dakar et Glaxo, le vaccin
danois occupant une place intermédiaire. Les différences entre les vaccins s’estompent
avec la prolongation du stockage.
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Figure 10 : Activité de quatre vaccins BCG stocké pendant 36 semaines a différentes températures
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Une étude récente a confirmé les différences de thermostabilité entre les vaccins
préparés a partir de diverses souches secondaires (74, 75). Le vaccin japonais, préparé
a partir de la souche 172, est apparu doté d’une plus grande thermostabilité que le
vaccin francais (souche 1172), le vaccin danois (souche 1331, Copenhague) et le
vaccin polonais (souche Moreau), (Tableau 7) (74). A 37 °C, il a fallu 56 jours pour
obtenir une diminution de 50 % de la viabilité (particules cultivables/mg) du vaccin
japonais, contre 28 a 35 jours pour les autres vaccins. A 54 °C, le vaccin japonais a
gardé plus de 50 % de sa viabilité pendant plus de neuf jours, tandis que les autres
vaccins ont perdu plus de 50 % de leur activité initiale en un a trois jours.
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Tableau 7 : Particules de BCG cultivables dans les vaccins japonais,

danois, frangais et polonais a diverses températures

Température Nombre Nombre de particules cultivables/mg
de jours
Vaccine
Japonais Danois Francais Polonais

4°C Témoin 47.86 4.68 7.76 6.17
28 45.71 3.72 6.31 4.57
20°C 63 44.67 3.02 5.89 3.72
84 39.81 2.24 4.90 2.75
112 38.02 2.09 3.47 2.19
14 46.77 3.80 5.50 4.68
37°C 28 37.15 2.34 4.90 2.69
35 - - - 1.62
42 - 1.32 1.51 0.55
56 26.92 - 1.55 -
84 17.78 2.29 0.41 -
1 47.86 3.47 2.75 1.66
54°C 3 46.77 1.26 1.07 0.91
6 39.81 0.98 0.63 0.25
7 - 0.20 0.22 -
9 32.36 - - -

Source: Janaszek W (74).

D’autres études ont également montré des différences de stabilité entre les vaccins

BCG (57, 129 — voir également Tableau 8).
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Tableau 8: Activité et thermostabilité de 10 vaccins BCG

Vaccin Nombre initial Viabilité au bout de 28 jours Perte quotidienne
de particules de conservation a 37 °C de viabilité (%)
cultivables (Durée de
(x 10%ml) Part. cultivables % par rapport au stockage
(x 105/ml) nombre initial analysée, jours)
Japonais 27.0 16.6 61 (0-28)
Glaxo 20.1 10.9 54 (0-21)
URSS 7.1 3.6 51 1.7 (0 - 28)
Connaught 6.9 0.2 3 6.7 (0 - 14)
Dakar 6.5 1.8 28 3.2(0-21)
Bilthoven 4.2 1.3 31 49 (0-14)
Copenhague 2.9 1.9 66 2.5 (0 - 28)
Mérieux 2.8 0.3 11 3.3 (0-28)
Institut Pasteur 2.7 1.3 48 1.9 (0 - 28)
Prague 11 0.2 18 5.2(0-21)

Source: Lugosi L (92).

9.3 Conditionnement des vaccins BCG

Ces vaccins nécessitent des précautions spéciales afin d’assurer une stabilité suffisante.
A cet égard, la lyophilisation, un stabilisant efficace et la fermeture adéquate des
récipients sont les mesures les plus importantes.

On a observé une meilleure stabilité a 4 °C et a 37 °C et une viabilité initiale plus
grande (c’est-a-dire de meilleurs taux de survie aprés lyophilisation) aprés changement
de la composition du stabilisant et amélioration de la méthode de dessiccation (53).

Actuellement, I'utilisation d’ampoules scellées sous vide est la pratique la plus
courante. Toutefois, cette technique est difficile en comparaison du scellement en
présence de gaz inerte. On n’a pas observé de différence significative entre les vaccins
BCG scellés sous vide ou en présence d’azote ou de dioxyde de carbone, a 4 °C
comme a 37 °C (53, 86). On a signalé que le nombre des particules viables diminuait
plus rapidement pour les vaccins scellés sous azote que pour ceux scellés sous vide
(20). Un vaccin BCG scellé en présence d’argon semblait avoir une moins bonne
stabilité a 37 °C que le vaccin scellé sous vide (56).

Les vaccins BCG contenus dans des flacons fermés par un bouchon en caoutchouc
ont une stabilité moindre que ceux conservés dans des ampoules (92, 129). Ce genre
de flacon présente également I'inconvénient de tenter les utilisateurs de conserver le
vaccin reconstitué (141).
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9.4 Effetde lalumiére sur lastabilité du vaccin BCG

Les vaccins BCG lyophilisés, indépendamment de la souche secondaire qui les
compose, sont sensibles aux rayons ultraviolets et a la lumiére fluorescente. lls doivent
donc étre conditionnés en ampoules faites avec un matériau transmettant faiblement
la lumiere (comme le verre jaune) et protégés de la lumiere au moment de leur
utilisation (87).

9.5 Stabilité du vaccin reconstitué

Le vaccin BCG reconstituée est tres instable et devrait étre utilisé au cours d’une
seule séance de vaccination de cing a six heures, apres quoi ce qui reste doit étre
jeté. Deux raisons justifient ces précautions :

(1) le risque de contamination, car le vaccin BCG, contrairement a tous les autres,
ne renferme pas d’agent bactériostatique ;

(2) la perte d’activité (41).

9.6 Résumé

La plupart des vaccins BCG lyophilisés sont stables a des températures comprises
entre 0 et 8 °C.

Leur stabilité varie a température ambiante ; aprés conservation pendant plusieurs
mois, on peut s’attendre a une perte de viabilité d’environ 30 %. La baisse quotidienne
de la viabilité des vaccins gardés quelques semaines a 37 °C se situe entre 1 et 2 %.
Les vaccins reconstitués sont trés instables. Une fois reconstitués, tous les vaccins
BCG doivent étre jetés a la fin de la séance de vaccination, quel que soit le nombre
de doses restant dans le flacon ou I'ampoule.

10. Vaccin antipoliomyélitique

Des progrés remarquables ont été accomplis ces derniéres années dans I’éradication
mondiale de la poliomyélite. En 1996, plus de 400 millions d’enfants ont été vaccinés
au cours de journées nationales de vaccination et 500 millions étaient ciblés en 1997.
Le vaccin antipoliomyélitique oral (VPO) a été le vaccin de choix pour cette
campagne.

Ce vaccin est le moins stable de tous ceux utilisés couramment dans les programmes
nationaux de vaccination. 1l fait appel a un virus vivant atténué qui, comme la plupart
des virus, est instable a moins d’étre gardeé a de tres basses températures (congelé).
Les recommandations actuelles prescrivent, pour le maintien de I’activité, de garder
et d’envoyer le vaccin a basse température. On améliore sa thermostabilité en utilisant
des agents stabilisants, comme de fortes concentrations de chlorure de magnésium
ou certains sucres. On les emploie systématiquement pour stabiliser tous les VPO.
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10.1 Stabilité générale du vaccin antipoliomyélitique aux températures
élevées

On a en géneéral surveillé la stabilité des vaccins antipoliomyélitiques trivalents en
mesurant la teneur totale en virus vivants des trois sérotypes (22, 46, 132). Cette
pratique pourrait passer a c6té des modifications des types 2 et 3 résultant de
I’exposition a des températures élevées (10). On a observé une faible baisse du titre
viral aprés un stockage de longue durée a - 20 °C (52, 132). La plupart des fabricants
indiquent que leurs VPO sont actifs s’ils sont conservés a une température maximale
de - 20 °C jusqu’a la date d’expiration figurant sur le conditionnement (en général
deux ans). Lorsque la distribution n’est pas imminente, il est conseillé de garder le
vaccin a - 20 °C ou en dessous, cette mesure permettant de stopper la dégradation
de son activité.

La perte d’activité au réfrigérateur peut varier. Peetermans et Colinet ont montre
que I’activité de leur vaccin stabilisé par le MgCl, n’avait baisse que de 0,3 log,,
aprés exposition a 4 °C pendant 18 mois (117). D’autres résultats laissent penser
cependant que la stabilité est plus faible dans cette gamme de températures et les
observations ont montre des diminutions de 0,15 a 0,31 log,, pour une période plus
courte (30 jours) d’exposition a 5 °C (157).

La vitesse de dégradation est proportionnelle a la température d’exposition. Les VPO
pourraient perdre 4 a 13 % de leur activité par jour a 25 °C, 11 a 21 % par jour a
31°C et 26 a 34 % par jour a 37 °C (157). Les demi-vies de divers VPO testés en
Inde ont été de 4,3 jours a 22 °C et 1,7 jours a 36 °C (132). La baisse quotidienne
moyenne du titre a eété de 0,03 - 0,04 log, DICC,  avec les vaccins gardés a 26 °C
et de 0,10 - 0,12 log,, a 37 °C (48). Avec ces vitesses de dégradation, un vaccin
d’une teneur virale totale de 6,15 log,  DICC, perd la moitié de son activité en
deux a trois jours d’exposition a 37 °C ou en 7 a 10 jours d’exposition a 22 - 26 °C.
Cela correspond bien aux observations antérieures de Melnick et Wallis (105) ainsi
gue de Perkins et Magrath (121) qui considéraient que les vaccins antipoliomyélitiques
conservaient une activité minimale pendant trois jours a 37 °C et pendant
14 a 21 jours a 25 - 28 °C.

A des températures supérieures a 37 °C, les vaccins antipoliomyélitiques se dégradent
rapidement. A 41 °C, ils perdent chaque jour environ la moitié de leur activité (48),
tandis qu’a 50 °C, un vaccin perd 0,1 log,, DICC, en une heure (22), ce qui donne
une demi-vie de trois heures.

10.2 Le VPO aux températures de congélation

10.2.1 Point de congélation du VPO

La présence de stabilisants dans les préparations vaccinales abaisse leur point de
congélation. Une étude a été menée sur des VPO trivalents produits par cing fabricants
afin de déterminer leur point de congélation et I’effet sur leur activité d’un nombre
de cycles de congélation - décongélation pouvant atteindre 180 (49).

Lorsque ces vaccins sont gardés a - 25 °C, ils rentrent rapidement en surfusion
entre - 8 °C et - 16 °C et restent donc a I'état liquide. Leur température remonte
ensuite rapidement a environ - 7,5 °C pendant la phase de passage a I’état solide. La
température a laquelle le vaccin remonte est considérée comme le point de congélation
(Fig. 11) et elle varie entre - 6,6 et - 8,1 °C (49).
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Figure 11: Températures des vaccins trivalents exposés
a -25 °C pendant 15 minutes
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10.2.2 Activité du vaccin apreés des cycles répétés de congélation -

décongélation

Certaines études ont montré qu’il n’y avait pas de baisse significative du titre viral
pour les VPO ayant subi jusqu’a 10 cycles de congélation - décongélation (18, 40,
46, 52, 132). Mais I’on ne dispose pas de détails sur la rapidité des congélations et des
décongélations, ni sur la longueur des intervalles pendant lesquels les vaccins ont été
maintenus a I’état décongelés. Si les titres totaux des vaccins trivalents ont été mesurés,
il N’y a pas en revanche de données sur la sensibilité spécifique de chaque type de
poliovirus exposé aux cycles de congélation - décongélation. Tous ces facteurs sont
de nature a influencer la survie des particules virales au cours de ces cycles (10)

Les vaccins soumis a 10, 90 et 180 cycles de congélation - décongélation (de - 25 °C
a 2,5 °C) ont donné des valeurs du titre viral qui ne différaient pas sensiblement de
celles des échantillons témoins, maintenus a - 25 °C. Il n’y a pas eu de tendance a la
baisse liée a I'augmentation du nombre de cycles (49). Toutefois, la température
maximale n’a pas dépassé 2,1 °C. Sur le terrain, une rupture de la chaine du froid
peut entrainer un réchauffement bien plus grand des vaccins. Par conséquent, ces
résultats ne sont valables que pour les situations dans lesquelles la température du
vaccin dégelé reste dans la gamme de celles que I'on trouve dans un réfrigérateur en
bon état de fonctionnement.

Les compartiments a glace des réfrigérateurs, qu’on utilise parfois pour garder les
VPO, fonctionnent a environ -5 °C. On est donc au-dela du point de fusion du
vaccin qui est susceptible par conséquent de ne pas rester a I’état solide.
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10.3 Températures recommandées pour le stockage

Comme il existe une relation étroite entre la température de stockage et la survie du
poliovirus, les fabricants recommandent pour les VPO des dates d’expiration en
fonction de la température a laquelle ils sont conservés. Nombre d’entre eux donnent
deux chiffres: 1) jusqu’a deux ans en cas de conservation dans un congélateur ou a
une température inférieure a - 20 °C ; 2) jusqu’a six mois en cas de conservation
dans un réfrigérateur entre 0 et 8 °C. Un fabricant déclare que son vaccin stabilisé
au chlorure de magnésium conserve une immunogénicité suffisante pendant 12 mois
avec un stockage au réfrigérateur entre 2 et 8 °C, pendant trois semaines a 25 °C et
pendant trois jours a 37 °C.

Il est nécessaire de surveiller constamment les chaines du froid. Lors d’une étude en
Inde, il s’est avéré que la fréquence de la perte d’activité des VPO, comparativement
élevée au début, a diminué avec le temps (35). Lorsque la distribution et
I'administration des VPO ne sont pas imminentes, on recommande le stockage a une
température inférieure a - 15 °C pendant huit mois au plus au niveau central et trois
mois au plus au niveau régional, des congélateurs fiables y étant en général disponibles.

Sur le terrain, ou le risque de rupture sérieuse de la chaine du froid est éleveé et les
congélateurs moins courants, ’'OMS recommande pour la gestion de ne pas garder
les VPO dans les réfrigérateurs (2 0 - 8 °C) plus d’un moins dans les centres de santé,
ni de les transporter a ces températures pendant plus d’une semaine (45, 91).
Le compartiment & glace des réfrigérateurs des centres de santé doit étre réservé aux
blocs a glace.

10.4 Normesde I’OMS en matiére de thermostabilité

Chagque lot final de VPO doit subir I’épreuve de dégradation accélérée pour confirmer
gu’il a une stabilité satisfaisante. Des échantillons représentatifs des récipients du
produit terminal doivent étre mis a incuber a 37 °C pendant 48 heures. La
concentration virale totale des flacons exposés et non exposés est déterminée en
méme temps que celle d’une préparation trivalente témoin. Le test est concluant
pour les vaccins si la baisse due a I’exposition ne dépasse pas un facteur de
10°° unités infectantes par dose humaine. Il revient aux organismes nationaux de
contrble de spécifier les titres viraux minimaux par dose humaine (158).

10.5 Facteurs affectant la stabilité du VPO aux températures élevées

La stabilité du VPO dépend de plusieurs facteurs, notamment des différences
éventuelles de sensibilité des types viraux, de la présence et de la nature d’un
stabilisant, du pH de la préparation et du récipient dans lequel le vaccin est conservé.

10.5.1 Différences des types viraux pour la thermosensibilité

Les caractéristiques de croissance varient en fonction des divers types de poliovirus
employés pour le triple vaccin. Le type 2 a la croissance la plus prolifique au cours de
la réplication intestinale, suivi des types 3 et 1 lorsqu’ils sont administrés
simultanément. Pour compenser ces différences, on a mis au point pour les vaccins
trivalents des formulations équilibrées qui renferment habituellement les types
1, 2 et 3 dans les proportions de 10 :1:3 (158). D’autres études ont montré que des
modifications du rapport entre les composants pourraient renforcer I'immunogénicité
du VPO, notamment pour le type 3 (114, 115).
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Les essais sur 50 lots commerciaux de VPO conservés entre 2 et 6 °C ont indiqué
gue le type 2 était le plus stable et le type 1 le moins stable. On a observé les mémes
différences de stabilité pour des vaccins conservés a 25 °C (Fig. 12) (101).

Figure 12 : Stabilité du vaccin antipoliomyeélitique oral trivalent
stabilisé avec un tampon peptoné et stocké a 2 - 6 °C et 25 °C

A. Stockage a2 -6 °C

0.0 AKI ——————————————————————————

-0.54 Limite inférieure d’acceptabilité

-1.0 1 1 1

0 6 12 13
Durée du stockage en mois

B. Stockage a 25 °C

Baisse du titre en log DICC, /ml

0 n —a—an

Limite inférieure d’acceptabilité

-1.0

WHO 98565/F

2.0 | | | |
0 6 2 3 4

Durée du stockage en semaines

Source : Magrath DI (96).

Ces observations n’ont pas été confirmées par d’autres auteurs qui ont testé différents
VPO. D’aprés Peetermans et al. (118), le type 1 s’est révélé plus stable que les
types 2 et 3. Le type 1 a accusé une baisse de 0,06 log,,DICC, seulement au bout
de 12 mois de conservation du VPO a 4 °C, alors que la baisse a été de 0,20 et
0,27 log,, DICC,, pour les types 2 et 3 respectivement. Les différences entre les
types viraux ne sont pas constantes et rien ne milite nettement en faveur d’une plus
grande résistance d’un type en particulier lorsque les vaccins sont stockés a une
température comprise entre 20 et 25 °C ou a 37 °C (Tableau 9). Mirchamsy et al.
n’ont pu trouver aucune différence entre les types de poliovirus conservées pendant
9 mois a +4°C et - 20 °C.
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Tableau 9 : Comparaison de la stabilité de différents types
de poliovirus @ 20-25°C et a 37 °C

Baisse du titre enlog , DICC,  /jour a la température de:

1

Vaccin 20-25°C 37°C Références

Type 1 Type 2 Type 3 Type 1l Type 2 Type 3

Stabilisé

par MgCl, 0.026 0.024 0.021 0.182 0.193 0.160 104

par le 0.043 0.064 0.040 0.220 0.302 0.214

saccharose

B - - - 0.149 0.159 0.144

C - - - 0.151 0.129 0.136 101

D - - - 0.207 0.171 0.150

E - - - 0.224 0.161 0.211

10.5.2 Nature du stabilisant

Les stabilisant les plus couramment utilisés avec les poliovirus atténués ont été le
chlorure de magnésium et le saccharose ; on a également eu recours a des tampons,
au lait ou a la gélatine.

Wallis et Melnick (147) ont signalé que les poliovirus étaient stabilisés par I’addition
de cations au milieu de suspension. En particulier, 'addition d’une mole de chlorure
de magnésium (MgCl,) a des souches de poliovirus atténués permet de garder les
vaccins a 4 °C pendant 3 mois ou a 25 °C pendant 25 jours sans qu’il y ait de baisse
significative du titre. Melnick et al. (104) ont constaté que les vaccins, stabilisés par
le MgCl,, puis soumis a une exposition a 30 °C pendant 21 jours, suscitaient une
réponse immunitaire égale a celle de vaccins ordinaires maintenus a I’état congelé et
décongelés juste avant administration.

D’autres études ont montré que le saccharose a 35 - 50 % était également efficace
pour stabiliser les poliovirus atténués. Perkins et Magrath (121), ainsi que Magrath
(95) ont conclu qu’aussi bien 1 mole de MgCIl, que le saccharose a 50 % étaient des
stabilisants efficaces. Pour obtenir une stabilité virale maximale, il est nécessaire
déviter I'augmentation du pH qui se produit avec la libération de CO, par le récipient.

Actuellement, la plupart des VPO disponibles sur le marché sont stabilisés avec du
chlorure de magnésium, bien que certains fabricants en produisent en utilisant du
saccharose. Les études récentes semblent indiquer que le chlorure de magnésium est
plus efficace que le saccharose pour accroitre la thermostabilité des VPO. Pour une
exposition de 8 jours a 37 °C ou de 29 jours a 25 °C, la baisse d’activité des trois
types de vaccin monovalent a été plus rapide pour les produits stabilisés par du
saccharose ou un tampon que pour ceux stabilisés par le chlorure de magnésium
(Fig. 13).
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Figure 13: Perte d’activité du VPO monovalent stabilisé
par le chlorure de magnésium, une solution tampon ou du saccharose
et conservé a 37°C et a 25°C
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Le vaccin stabilisé par le chlorure de magnésium est plus stable que celui produit par
le méme fabricant et stabilisé par le saccharose, aux températures inférieurs a 37 °C
(Tableau 10) (117). On a également observeé ailleurs la meilleure stabilisation par le
chlorure de magnésium (109).
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On enaconclu que I'utilisation systématique du chlorure de magnésium contribuerait
a accroitre la stabilité des VPO et a dépendre au minimum de la chaine du froid (71).

Tableau 10 : Baisses moyennes du titre viral total
et demi-vies des vaccins antipoliomyélitiques oraux stabilisés
par du saccharose ou du chlorure de magnésium
et conserveés a diverses températures

Température Unité de Saccharose Chlorure de magnésium
de stockage temps

0

Baisse du titre* | Demi-vie  Baisse du titre* Demi-vie

4 mois 0.11 6 mois 0.02 20 mois
20-25 jour 0.03 12 jours 0.01 23.1 jours
37 jour 0.15 1.9 jours 0.16 1.8 jours
45 jour - - 0.61 0.6 jours

*  Par unité de temps donnée, en log,) DICC_.
Source: Peetermans JH, Colinet G (117).

Dans une étude concertée de I’'OMS portant sur 46 échantillons, 12 stabilisés par le
saccharose et les autres par le MgCl,, 83 % des premiers et 91 % des seconds ont
perdu moins de 0,5 log,, DICC, apres incubation a 37 °C pendant 48 heures. La
perte moyenne a été de 0,34 log,, DICC, quel que soit le stabilisant (157). Il est
évident que le saccharose tamponné peut étre un agent stabilisant efficace dans la
mesure ou le pH est soigneusement controle.

Il est également possible de stabiliser les vaccins contre I'inactivation par la chaleur
en ajoutant des acides gras ou des composés voisins. L’'incubation d’un poliovirus
Sabin de type 1 en présence d’acide myristique a 45 °C pendant 30 minutes a provoqué
une réduction du pouvoir infectant de 19 %, contre 99 % pour I'incubation sans
I’adjonction de cet acide gras (36). On a également observé une stabilisation thermique
avec les poliovirus incubés en présence des acides hexanoique, octanoique et
palmitique. La présence de ces agents stabilisants pendant le chauffage pourrait
prévenir les changements de conformation au niveau de la capside qui enlévent au
virus son pouvoir infectant.

L'eau lourde (D,O) a également un effet stabilisant sur les poliovirus. Avec ses fortes
liaisons hydrogeéne, elle peut protéger les protéines de la dénaturation et renforcer la
thermostabilité des souches virales. Le pouvoir infectant de trois souches de VPO
traitées par D,O et MgCI, et exposées a 37 °C pendant 7 jours est resté dans les
limites des normes, c.-a-d. qu’elles n’ont pas perdu plus de 0,5 log,, DICC_ (166).
Malgré I’'augmentation considérable de la thermostabilité du VPO lorsqu’on remplace
I’eau par de I'eau lourde, les recherches n’ont pas été poursuivies dans cette voie,
principalement pour les raisons suivantes :

e les VPO disponibles sont suffisamment thermostables pour obtenir
I’éradication de la poliomyélite ;

* I’homologation et I'introduction d’un nouveau VPO, en méme temps que
I’éradication de la polio progresse, présenteraient des inconvénients ;

* on utilise désormais les PCV pour surveiller I’exposition a la chaleur de
chaque flacon de VPO.
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10.5.3 Valeurs du pH des suspensions virales

Melnick et Wallis ont montré I'importance des valeurs du pH dans le maintien de la
stabilité des VPO (105). Le pH a augmenté pour tous les vaccins testés, avec une
augmentation bien plus marquée pour les flacons a fermeture non hermétique que
pour ceux scellés. Dans les flacons a fermeture hermétique, les vaccins ayant un pH
initial de 6,0 - 6,4 n’ont manifesté aucune baisse sensible de leur pouvoir infectant au
bout de 20 jours a des températures de 25 a 28 °C avec, a la fin de I’observation, une
baisse du titre limitée a 0,1 - 0,2 log,, DICC, . Les échantillons dans des flacons non
hermétiques ont perdu rapidement leur pouvoir infectant, ce qui est clairement da a
I"augmentation du pH.

Mauler et Grushkau, qui ont étudié les vaccins antipoliomyélitiques monovalents
ayant un pH compris entre 5,5 et 8,0, ont fait des observations similaires. Au bout de
3 jours a 37 °C, on a constaté les plus fortes diminutions pour les valeurs extrémes
du pH, 5,5 et 8,0 (Fig. 14) (101). Les vaccins antipoliomyélitiques ont montré une
stabilité remarquable pour les pH compris entre 6,5 et 7,2.

Figure 14. Effet du pH sur la stabilité des poliovirus
atténués a 37 °C pendant trois jours
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Source : Mauler R, Gruschkau H (101).

Le maintien du pH dans cette gamme de valeurs est possible en évitant que les vaccins
qui renferment du bicarbonate ne libérent du dioxyde de carbone, ce que I’on réalise
en réduisant au minimum la quantité d’air présente au-dessus de la solution vaccinale
et en conditionnant les vaccins dans des récipients hermétiquement fermés.
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10.6 Résumé

Les VPO, tels qu’ils sont fournis par les fabricants sont stables pendant une période
prolongée a - 20 °C, pendant plus de six mois entre 2 et 8 °C et pendant plus de
48 heures a 37 °C. Les PCV permettent de mieux respecter les limites de
thermostabilité de ces vaccins.
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[11¢ Partie :
Analyse de la stabilité des vaccins
— autres vaccins viraux

11. Vaccin antipoliomyélitique inactive

La chaleur, la lyophilisation et I'addition de merthiolate (thiomersal) détruisent la
capacité du poliovirus a produire des anticorps neutralisants. Comme nous I’avons
dit plus haut, la composante polio du vaccin quadruple DTC-polio n’est pas stable
guand on utilise le merthiolate comme conservateur. Beale et Ungar (13) ont mis en
évidence une chute rapide de I’activité de I’antigeéne polio dans un vaccin tétravalent
conservé par le merthiolate, 'EDTA sodique et a 4 °C. Un autre lot de vaccins
tétravalents sans thiomersal, mais contenant la moitié de la quantité d’EDTA sodique,
s’est révélé stable pendant une durée d’un an. Ces observations se sont confirmées
récemment avec le vaccin antipoliomyélitique inactivé hautement actif (elPV), associé
au DTC. Le stockage de I'elPV a + 4 °C en présence de merthiolate réduit I'activité
antigénique du poliovirus de type 1 a des niveaux indécelables en quatre a six mois.
Les antigénes de types 2 et 3 sont moins affectés par une exposition au merthiolate
pendant huit mois a 4 °C (126). Il convient d’étudier davantage I'incompatibilité du
vaccin elPV et DTC conservé par le merthiolate.

Il semble qu’il existe des différences dans la thermostabilité des divers types de
poliovirus inactivés, le type 1 étant le plus vulnérable. En I’absence de tout
conservateur, la composante type 1 du vaccin antipoliomyélitique inactivé trivalent
se dégrade lentement aprés deux ans de stockage a 4 °C, tandis que les deux autres
types demeurent efficaces pendant 20 ans. La teneur en antigéne D pour le type 1 a
baissé sensiblement au bout de 20 jours a 24 °C et elle est devenue indécelable aprés
exposition a 32 °C durant la méme période. On n’a observé aucun changement
significatif de la valeur en antigéne D pour le type 2 avec I’'une ou l'autre de ces
températures, alors que le type 3 est resté stable pendant 20 jours a 24 °C et a décliné
sensiblement a 32 °C (110).

Les trois types de VPI ont montré qu’ils gardaient une activité satisfaisante si on les
incorporait a des vaccins associés et les stockait a 4 °C pendant une durée d’un a plus
de 4 ans. C’est le cas du vaccin DT-polio adsorbé sur de I'hydrate d’aluminium,
conservé par du chlorure de benzéthonium (110) et du vaccin DTC-polio adsorbé
sur du phosphate d’aluminium sans conservateur ou avec du phénoxyéthanol ou du
formaldéhyde (146). Un stockage prolongé s’est traduit par une baisse du pouvoir
antigénique, notamment pour la composante de type 1 (110).

A 37 °C, la teneur en antigéne D de la composante poliomyélite du vaccin quadruple
diminue au cours du stockage, mais I’activité est conservée en grande partie apres
8 semaines. Le type 3 semble étre la composante la plus stable (146).
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12. Vaccin antiourlien

Les deux composantes du vaccin antiourlien-antirougeoleux bivalent ont une stabilité
identique a4 °C, 23 °C, 37 °C et 45 °C. A 37 °C, le taux de dégradation est d’environ
0,01 log,, par jour pour chacune d’elles. Les demi-vies sont également semblables :
4,7 et 5,4 jours pour les composantes rougeole et oreillons a 45 °C, 12 et 13 jours a
37 °C, 71 et 65 jours a 23 °C (31).

La composante ourlienne dans les vaccins oreillons-rubéole et rougeole-oreillons-
rubéole (ROR) montre des taux de dégradation comparables a ceux du vaccin
antiourlien monovalent lors d’expositions a des températures allant de 20 a 56 °C
(102). La composante ourlienne dans les ROR indiens montre une bonne stabilité a
37 °C pendant 21 jours ; lors d’une exposition de 30 jours a 37 °C, elle a perdu
0,9 log,, soit environ 0,03 log, , par jour, avec des demi-vies d’environ 10 jours (73).

13. Vaccin antirubéoleux

Le vaccin antirubéoleux monovalent lyophilisé et la composante rubéole des vaccins
bivalents (rougeole-rubéole ou oreillons-rubéole) ou du ROR présentent de faibles
taux de dégradation. A 37 °C, la baisse moyenne du titre va de 0,046 a
0,109 log,, DICC,, par semaine (102). La composante rubéole du ROR indien
présente également une bonne stabilité, la baisse moyenne du titre s’établissant a
environ 0,1 log,, DICC, et la demi-vie a plus de deux semaines (73). Elle semble
plus stable que les autres composantes des vaccins viraux associés.

Les normes de stabilité requises par I’'OMS pour les vaccins antiourliens et
antirubéoleux sont semblables a celles pour le vaccin antirougeoleux. Au moins trois
récipients de vaccins monovalents ou de ROR sont mis a incubés a 37 °C pendant
sept jours, a la suite de quoi on dose pour chaque vaccin monovalent ou chaque
composante individuelle les UFP ou la DICC, apres neutralisation sélective des
autres composantes, le cas échéant. La moyenne géométrique du titre viral infectieux
doit égaler ou dépasser le nombre minimal requis d’unités infectieuses par dose
humaine (3 log, ) et elle ne doit pas avoir diminué de plus de 1 log, d'unités
infectieuses au cours de I'incubation (153).

14. Vaccin contre I’hépatite A

L’isolement et I’adaptation du virus de I’hépatite A a la culture cellulaire ont ouvert
lavoie a I’élaboration de vaccins. Les récoltes de virus, multipliés par culture cellulaire,
sont clarifiées, purifiées puis concentrées et inactivées ensuite au formaldéhyde. On
utilise comme adjuvants I’hydroxyde ou le phosphate d’aluminium.

Les EDA effectuées sur des lots de vaccins lors de leur mise sur le marché et apres
stockage pendant 15 mois dans un réfrigérateur n’ont pas révélé de perte
d’immunogénicité pour une exposition jusqu’a trois semaines a 37 °C (116). Le vaccin
contre I’hépatite A, gardé une semaine a 37 °C, a engendré chez les personnes
séronégatives une réponse immunitaire sans différence significative avec celle induite
par des vaccins stockés dans des conditions correctes (163).

WHO/GPV/98.07 45



15. Vaccin contre I’encéphalite japonaise
15.1 Vaccin lyophilisé

On utilise actuellement deux types de vaccins contre I’encéphalite japonaise inactivés
par le formol. L'un, dérivé du cerveau de souris, s’emploie en Inde, au Japon, en
République de Corée, en Thailande et dans d’autres pays, I'autre, qui provient de la
culture primaire sur cellules rénales de hamster, en Chine.

Un vaccin lyophilisé produit en Inde est stable, ne subissant une perte d’activité que
de 4,7 % en 52 semaines & 4 °C et de 8,7 % en 28 semaines a 22 °C. La dégradation
est plus rapide a des températures plus élevées, I’activité diminuant de 14 et 24 % en
18 semaines a 37 et 40 °C respectivement (58).

15.2 Vaccin reconstitué

Apreés reconstitution, le vaccin reste stable a 22 °C. On constate une baisse de 1 % aprés deux
semaines et une détérioration assez rapide en quatre semaines a 37 et 40 °C (58).

16. Vaccin antirabique

La solution au probléme de I'innocuité des vaccins antirabiques consiste a développer
des vaccins préparés a partir de virus rabiques obtenus sur des cultures tissulaires
exemptes de tissu nerveux (123). Depuis 1976, I'utilisation de vaccins produits en
culture de cellules diploides humaines (HDCV) s’est généralisée pour la vaccination
des humains avant et aprés exposition. Le HDCYV suscite une bien meilleure réponse
immunitaire que d’autres comme le DEV (préparé a partir de virus multipliés dans
des ceufs embryonés de canard) ou ceux préparés a partir de cerveaux de souriceaux
a la mamelle (vaccin Fuenzalida) ou de cervelles de moutons adultes ou de lapins
(vaccin Semple).

Sous forme lyophilisée, le HDCV est un vaccin trés stable ; il garde son activité
pendant au moins 24 mois a des températures comprises entre 2 et 8 °C et pendant
un mois a 37 °C (112). Un autre vaccin HDCV est resté stable pendant au moins
18 mois a - 20 °C et + 4 °C et il a résisté a des expositions a 37 °C et 60 °C pendant
trois mois (97). Un vaccin HDCV expédié, transporté et stocké a des températures
allant de 26 a 36 °C pendant une période de 11 semaines a suscité la méme réponse
immunitaire chez des volontaires pakistanais appartenant au corps medical que les
vaccins transportés et conservés entre 2 et 13 °C (111).

Les vaccins provenant de culture sur cellules diploides humaines sont difficiles et
colteux a produire. Des efforts intensifs ont été consacrés dans le monde entier a
produire des vaccins a faible coQt qui puissent suivre ou améliorer les niveaux de
sécurités obtenus pour le HDCV (123). Ces nouveaux vaccins sont produits a partir
. de cellules d’embryons de poulet (PCEV), développé par le Chiron Institute en
Allemagne (ex-Behringwerke), stable pendant trois mois a 37 °C (14) ; de culture
primaire sur cellules rénales de hamsters de Syrie (PHK), développé par I'Institut de
la Poliomyélite a Moscou (Fédération de Russie) et utilisé en Chine ; de la lignée
cellulaire Vero (PVRV), développé par I'Institut Pasteur-Mérieux-Connaught
(France) ; d’embryon de canard et purifié (PDEV), développé par le Swiss Serum
and Vaccine Institute en Suisse. Tous ont probablement une meilleure stabilité que
les anciens vaccins, préparés sur tissu nerveux.
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Ve Partie :
Analyse de la stabilité des vaccins
— autres vaccins bactéeriens

17.  Vaccin antiméningococcique polyosidique

La dépolymérisation a température ambiante rend instable les polysaccharides
purifiés, notamment ceux du groupe A. Les antigénes polyosidiques se dépolymérisent
facilement et leur masse moléculaire relative diminue a température ambiante. L’étude
du degré de polymérisation est par conséquent utile pour évaluer tant I'immunogénicité
que la thermostabilité du vaccin.

On recommandait le stockage a - 20 °C pour les premiers vaccins polyosidiques du
groupe A. A cette température, le taux de dépolymérisation est négligeable.
L'immunogénicité du vaccin antiméningococcique est liée a la taille des molécules
des antigenes protecteurs, les polysaccharides des groupes A et C, la réponse
immunitaire s’accroissant avec le poids moléculaire. La découverte que le
remplacement du chlorure de sodium par le lactose pour la lyophilisation stabilise les
vaccins polyosidiques contre la dépolymérisation thermique, a représenté une étape
majeure dans I’obtention de vaccins plus stables (143, 151). Ces vaccins sont fournis
sous forme lyophilisée. L'addition d’un stabilisant et la réalisation d’un faible taux
d’humidité interne ont grandement amélioré leur stabilité thermique.

Les vaccins antiméningococciques stabilisés a I’état lyophilisé peuvent étre conservés
jusgu’a deux ans en réfrigérateur (8, 9). Le vaccin polyosidique du groupe A n’a pas
été affecté par sa conservation a température ambiante (20 - 25 °C) pendant 12 jours
ou a 35 °C pendant 3 jours (9). Le vaccin des groupes A + C d’un fabricant, conservé
a 22 °C pendant 18 mois a présenté une tres faible dépolymérisation : a 45 °C, la
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 a
10 semaines (9).

On a signalé qu’un vaccin reconstitué avec un diluant contenant du phénol a la
concentration de 0,25 % restait stable pendant deux mois si on le maintenait a -
20 °C, 4 semaines a 4 °C, 2 semaines a 25 °C et 4 jours a 37 °C (8). En dépit de sa
stabilité relative, le vaccin reconstitué sera conservé au réfrigérateur et jeté si
on ne l'utilise pas le jour méme ou il a été reconstitué (151).

WHO/GPV/98.07 47



18. Vaccin anti-Haemophilus influenzae type B

Lastabilité des vaccins polyosidiques conjugués, y compris celui contre I' Haemophilus
influenzae type B (Hib), pourrait dépendre de divers facteurs affectant la force de la
liaison entre le polysaccharide et le support protéique. Bien qu’on dispose de peu
d’informations sur ces vaccins, les résultats préliminaires indiquent que le vaccin
anti-Hib lyophilisé (vaccin conjugué a lI’anatoxine tétanique renfermant un
polysaccharide capsulaire, le PRP-T [polyribosyl-ribitol-phosphate] ) est stable
pendant 36 mois au réfrigérateur, et au moins 24 mois a 25 °C. Les vaccins anti-Hib
reconstitués monovalents ou associés a d’autres vaccins (DTC, DTC-HB ou
DTC-VPI) doivent étre détruits apres la séance de vaccination ou dans les six heures.
Le vaccin anti-Hib liquide monovalent et le DTC-anti-Hib liquide sont stables au
réfrigérateur pendant 24 mois. Dans les présentations multidoses, ils peuvent étre
utilisés lors de séances ultérieures, méme s’ils ont été ouverts, conformément a la
déclaration de I’OMS sur I'utilisation des flacons ouverts de vaccins lors de séances
ultérieures de vaccination (161)

19. Vaccins antityphoidiques

Dans le passé, les vaccins parentéraux antityphoidiques a cellules entiéres tuées ont
été utilisés couramment mais ils entrainaient fréquemment des douleurs et des
tuméfactions locales, de la fiévre, des céphalées et un état de malaise général.

On a utilisé ces derniéres années trois vaccins contre la typhoide : le vaccin parentéral
conjugué au support protéique du polysaccharide Vi, des souches atténuées de
Salmonella typhi utilisées comme vaccin oral vivant et des vaccins oraux inactives a
cellules entiéres (88).

Le vaccin au polysaccharide Vi est trés stable et la chaine du froid n’est pas nécessaire,
méme en pays tropical. C’est le net avantage qu’il présente.

Les vaccins oraux vivants renferment la Ty21, un mutant de S. typhi, et doivent étre
conservés a 4 °C. La durée de vie des vaccins lyophilisés dépend de I’humidité
résiduelle et du maintien de la chaine du froid. Prés de la moitié des erreurs d’observance
constatées chez des voyageurs américains étaient imputables a de mauvaises conditions
de stockage (32). On a associé les échecs vaccinaux chez les voyageurs suisses a des
vaccins qui n’ont pas été gardés a I’état réfrigéré (67). Une conservation prolongeée a
température ambiante a entrainé progressivement la diminution du nombre des
particules viables bien que tous les lots testés aprés stockage pendant 7 jours a
20 - 25 °C aient répondu aux normes d’activité. Trois lots de vaccin conservés pendant
12 heures a 37 °C ont également gardé leur activité (32).

20. Vaccin anticholérique

Bien que, d’aprés les recommandations de I’OMS, ['utilisation des vaccins
anticholériques ne se justifie plus dans aucun cas ni a aucun age, on les trouve toujours
dans le commerce dans de nombreux pays.
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Récemment, des vaccins oraux a cellules entiéres tuées associés a la sous-unité B
(vaccin WC/BS) ont été développés pour tenter de stimuler la réponse immunitaire
locale de la muqueuse intestinale d’'une maniere semblable a celle induite par
I’exposition naturelle (127). Les conditions de stockage requises pour les vaccins
oraux tués sont semblables a celles prévalant pour les anciens vaccins parentéraux
(le vaccin est stable pendant trois ans au réfrigérateur entre 2 et 8 °C).

Le vaccin CVD103 HgR oral vivant est un autre vaccin récemment mis au point.
Comme la souche vaccinale est vivante, il convient de préserver la viabilité des
bactéries lors du stockage et la nécessité d’une chaine du froid efficace est probable.
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V¢ Partie :
Conclusions

La stabilité des vaccins varie beaucoup. On peut les classer en fonction de leur
résistance au stockage a des températures élevées, les anatoxines diphtérique et
tétanique ainsi que le vaccin contre I’hépatite B étant les plus thermostables, le vaccin
antirougeoleux lyophilisé, le vaccin antiamaril et le BCG occupant une position
intermédiaire et le vaccin antipoliomyélitique oral étant le plus fragile. Les vaccins
reconstitués contre la rougeole, la fievre jaune et la tuberculose (BCG) sont instables ;
il convient de les utiliser le plus rapidement possible aprés leur reconstitution, de les
conserver dans un bain glacé au cours de la séance de vaccination et de les jeter a la
fin.

Les données présentées montrent que certains vaccins peuvent résister a de longues
périodes d’exposition sans baisse significative de I'activité. La forte résistance de
I’anatoxine tétanique et du vaccin contre I’hépatite B a la chaleur pourrait justifier
des études sur I'utilisation de ces vaccins en I’absence de réfrigération. lls pourraient
conserver une activité suffisante lors d’exposition de courte durée a la chaleur
lorsqu’on les emploie dans des programmes périphériques pour vacciner contre le
tétanos les femmes en &ge de procréer ou contre I’hépatite les enfants dans des régions
ou la chaine du froid est impossible a maintenir.

Actuellement, on dispose de trois rapports concernant I'utilisation de I’anatoxine
tétanique et du vaccin contre I’hépatite B en dehors de la chaine du froid, sans
réfrigération. Une étude a été réalisée en Indonésie avec un dispositif a injection
prérempli et a usage unique “Unijet”. Ce dispositif a été conservé a température
ambiante au domicile des sages-femmes pour des périodes allant jusqu’a un mois.
L’étude a révélé que les sages-femmes employaient convenablement et sans risque ce
dispositif pour administrer le vaccin contre I’hépatite B aux nourrissons et I’anatoxine
tétanique a leurs méres. Aussi bien les personnes traitées que les sages-femmes ont
exprimé leur forte préférence pour ce dispositif a usage unique par rapport aux
seringues habituelles (140).

Au cours d’une étude en Bolivie, I'acceptabilité d’Unijet, prérempli avec I’'anatoxine
tétanique et gardé par les sages-femmes a leur domicile sans réfrigération, a été
également trés bonne. Ce dispositif ne requiert aucun montage, élimine les étapes de
remplissage de la seringue et de réglage de la dose et ne requiert ni glace ni récipient
pour la conservation au froid. Avec sa capacité a améliorer I'innocuité, a simplifier la
logistique et a diminuer le taux de gaspillage, il représente une stratégie
potentiellement rentable pour la vaccination dans les régions périphériques (108).
En Chine, le taux de séroconversion chez les nourrissons vaccinés contre I’hépatite B
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par les sages-femmes et avec des vaccins stockés sans réfrigération n’a pas montré
de différence significative avec celui observé chez des enfants vaccinés par les
médecins des villages et a I'aide de vaccins conservés réfrigérés (7).

Cependant, toute exposition a des températures élevées entraine une certaine
dégradation du vaccin, méme si I'activité restante demeure supérieure au niveau
considéré comme nécessaire pour une action immunisante minimale. En outre, chaque
exposition a la température ambiante a un effet cumulatif sur I'activité du vaccin.
Au niveau des postes de santé périphériques, les vaccins ne pourront pas résister aux
températures mentionnées dans le présent document si leur activité a déja été
compromise par des défaillances antérieures de la chaine du froid. Les données
présentées peuvent étre utiles aux personnes qui sont impliquées dans les activités de
vaccination aux niveaux central et provincial et doivent prendre des décisions a propos
des vaccins exposés a des températures élevées.

Tous les vaccins devraient étre systématiquement stockés aux températures
recommandées par les fabricants et les programmes nationaux. La chaine du froid
demeure un élément extrémement vulnérable de ces programmes dans les pays en
développement a climat tropical. Les pays développés a climat tempéré peuvent
également connaitre ce genre de problémes. Dans tous les pays, seule I’existence de
systemes de réfrigération, la surveillance des températures et la tenue de fiches de
contrdle permettront d’assurer que chaque flacon de vaccin est conservé dans des
conditions appropriées et qu’il est employé avant la date limite d’utilisation figurant
sur I’étiquette.

Les tableaux en Annexe présentent un résumé des informations concernant la stabilité
des vaccins stockés a des températures variées.
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Tableau A : Stabilité des vaccins couramment utilisés dans
les programmes nationaux de vaccination

tétanique dans
les vaccins
monovalents ou
en éléments de
vaccins associés?

Vaccins * Températures de stockage (°C)
0-8 22-25 35-37 Plus de 37
Anatoxines Stable pendant | Stable pendant Stable pendant A 45 °C : stable
diphtérique et 3a7ans des mois des semaines 2 semaines

A 53 °C : perte de
I'activité apres
quelques jours
A 65 °C : perte de
l'activité apres
quelques heures

Vaccin contre

Stable pendant

Stable pendant

Stable pendant

A 45 °C : stable

antirougeoleux®

2 ans

satisfaisante
(jusqu’a 50 %)
pendant au moins
un mois

I'hépatite B? 2a4ans des mois des semaines pendant des
jours
Vaccin Stable pendant | Garde une activité | Garde une activité | A 41 °C: 50 % de

satisfaisante
pendant au moins
une semaine
mais pourrait
perdre 20 et 50 %
d'activitéen1-4
et 2-6 jours
d’exposition
respectivement

perte d’'activité
apres 2 - 3 jours
d’exposition ;

A 54 °C:80 % de
perte d'activité
apres un jour
d’exposition

myélitique oral®

titre aprés 1 a 2
semaines
d’exposition

Vaccin antiamaril® | Vaccins 50 % de perte 50 % de perte
stabilisés : aprés 3 a 10 mois| aprés 10 a 20
stables pendant | d’exposition jours d’exposition
2a3ans
Vaccin Stable pendant | Stabilité variée : Stabilité variée : A 45 °C : environ
anticoquelucheux?| 18a 24 mois 2 semaines pour | perte d'activité de | 10 % de perte
malgré une certains vaccins | 50 % pour certaing d’activité par jour;
diminution lente vaccins stockés | A50 °C: perte
et continue de pendant 1 rapide de
I'activité semaine I'activité
BCG? Stable pendant | Stabilité variée : Stabilité variée : Instable.
1an 20 a2 30 % de 20 % de baisse A 70°C:50 % de
baisse de la de viabilité en 3 a | baisse en 30 mn
viabilité en 3 14 jours d’exposition
mois d’exposition | d’exposition
Vaccin Stable pendant | Certains vaccins | Instable. Tres instable. A
antipolio- 6 a 12 mois conservent leur Utilisation des 41 °C : 50 % de

PCV. Le titre n’est
plus satisfaisant
en 1 a 3jours

perte en un jour.
A 50 °C : le titre
satisfaisant
disparaiten 1 a
3 heures
d’exposition

1. Ces données concernent les vaccins antirougeoleux, antiamaril et le BCG lyophilisés ; les autres
vaccins se présentent sous forme liquide. Les vaccins reconstitués perdent rapidement leur activité et
il faut les jeter a la fin de chaque séance de vaccination. Le BCG reconstitué ne renferme aucun agent
bactériostatique et il existe un risque de contamination. Le vaccin antiamaril reconstitué doit étre
administré rapidement aprés reconstitution (dans I’heure qui suit). Si I’on peut le garder
continuellement dans un bain glacé, on peut I'utiliser tout au long d’une séance de vaccination, mais
il faut le jeter ensuite.

2. Vaccins adsorbés sur sels d’aluminium. Il ne faut jamais les congeler.

3. Stockage optimal a long terme a - 25 °C ou a des températures inférieures. 1l convient de garder a
part le diluant et de ne jamais congeler celui-ci.

WHO/GPV/98.07
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Tableau B : Stabilité des autres vaccins viraux et bactériens

groupe A+C:
stable pendant
des mois

Vaccins® Températures de stockage (°C)
0-8 22-25 35-37 Plus de 37
Vaccin Stable pendant | Diminution de la | Disparition de la | Pas de données
antipolio- la4ans teneur en teneur en précises
myélitique inactivé antigéne D! du antigéne D du disponibles
type 1 en 20 jours | type 1 dans
certains vaccins
Vaccin anti- Stable pendant | Vaccin du Demi-vie?: Pas de données
méningococcique | 2 ans groupe A:stable | 4 semaines disponibles
polyosidique pendant 12 jours ;

Vaccin antirabique
obtenu par culture
sur cellules
diploides
humaines

Stable pendant
3,5 ans

Conservation de
I'immunogénicité
aprés expédition,
transport et
stockage de

11 semaines

Stable pendant
4 semaines

Pas de données
disponibles

Vaccin contre

Stable pendant

Stable pendant

Stable pendant

A 40 °C : baisse

antityphoidique
oral vivant Ty21

nécessaire. La
durée de vie
dépend de la
teneur en
humidité
résiduelle

prolongé entraine
une diminution
progressive du
nombre des
particules viables

du nombre des
particules viables.
Garde une activité
minimale apres
12 heures
d’exposition

I'encéphalite un an ; baisse 20 semaines ; 6 semaines : d’activité
japonaise d’activité baisse d’activité baisse d'activité d’environ 10 %
d’environ 5 % d’environ 9 % d’environ 14 % apres
en 52 semaines| pendant cette pour 18 semaines| 2 semaines de
de stockage durée de stockage| de stockage stockage et de
27 % apres 6
semaines
Vaccin Réfrigération Le stockage Diminution rapide | Pas de données

disponibles

1. Lateneur en antigéne D est établie in vitro par la méthode ELISA. Les normes pour le VVPI sont
exprimées en unités d’antigene D ; les VPI a activité renforcée renferment 40, 8 et 32 unités
d’antigénes D des types 1, 2 et 3 respectivement.

2. Demi-vie : temps au bout duquel on constate une baisse de 50 % de I’activité initiale.
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