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COMITE OMS D’EXPERTS DE LA
STANDARDISATION BIOLOGIQUE

Trente-sixiéme rapport

Le Comité OMS d’experts de la Standardisation biologique s’est
réuni a Genéve du 12 au 18 novembre 1985. La réunion a €té ouverte,
au nom du Directeur général, par le Dr Lu Rushan, Sous-Directeur
général.

GENERALITES

Examen des travaux du Comité d’experts de la Standardisation

biologique

Le Comité a passé en revue les sujets examinés au cours de ses
récentes réunions et dans son ordre du jour actuel; il a ainsi noté
qu’ils peuvent étre répartis en deux grandes catégories, a savoir les
normes et les étalons. Le Comité a également noté la complexité
croissante des questions liées & de nombreuses disciplines entrant
dans le cadre du mandat du Comité d’experts. De ce fait, il est
devenu difficile de choisir suffisamment de membres du Comité
(dans le tableau d’experts OMS de la Standardisation biologique)
possédant les connaissances appropriées pour traiter les points
figurant a I'ordre du jour et assurant une répartition géographique
équilibrée. Le Comité a donc prié le Secrétariat de 'OMS de prendre
les mesures nécessaires afin d’élargir la composition du tableau
d’experts et a invité le Directeur général a envisager d’accroitre le
nombre des experts participant aux réunions du Comité d’experts de
la Standardisation biologique, grice a la formation de sous-comités
ou par d’autres mécanismes appropries.

Préparation des étalons en ampoules

Le Comité s’est montré préoccupé par le fait que plusieurs
substances contenues dans des flacons obturés par des bouchons
avaient été offertes a ’'OMS en vue d’étre éventuellement constituées
en étalons internationaux. Afin de garantir une stabilité maximale
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des ctalons internationaux, le Comité -a pour- principe de ne
constituer en ¢étalons que les substances qui ont été préparées dans
des ampoules de verre neutre de haute qualité, scellées par fusion
(OMS, Série de Rapports techniques, N° 626, 1978, annexe 4). Le
Comité a donc confirmé les instructions ﬁgurant dans le méme
rapport, selon lesquelles-seules les substances préparées dans des
ampoules de verre doivent étre acceptées pour examen en tant
qu’éventuel étalon international; il a_également insisté pour que ce
critére soit vérifié avant que dlmportantes études- collectives ne
soient entreprises et avant-que la substance candidate ne soit soumise
au Comité en vue de sa constitution en étalon. Le Comité a vivement
engagé toute personne se proposant de préparer une substance
candidate d’en informer a I’avance le Secrétariat de ’OMS et a prié
ce dernier de prendre des mesures pour que, dans la mesure du
possible, ceux qui se proposent de fournir du matériel étalon aient
eté informés des instructions figurant dans les Directives pour la
préparation et I'établissement de substances et de réactifs de référence
pour les produits biologiques (OMS Série de Rapports techniques,
N° 626, 1978, annexe 4)

Qualité des vaccins

Le Comité a été informé que le Secrétariat de IOMS préparait
actuellement une . procédure qu1 permettrait a I’Organisation
d’évaluer 1’acceptab111te des vaccins en général (notamment celle des
vaccins destinés a servir dans les programmes de vaccination
organisés -par 'OMS -ou d’autres organisations du systéme des
Nations Unies) et pour controler la qualité de lots choisis de vaccins.
Le Comité a recommandé que ’'OMS constitue un groupe de travail
afin qu 11 eéxamine- les elements techmques de ce processus.

Vaccin anti'—hépatité B proﬂuit par des techniquos de 'géiﬁe génétique

Le Comité a constaté que lutilisation- des- techniques de génie
génétique avait permis des progrés remarquables dans la mise au
point de vaccins et il a réaffirmé la conviction, exprimée dans son
trente-troisiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques,
N° 687, 1983, page 16) que ces techniques offrent de.nouvelles
possibilités en vue d’améliorer la santé de trés hombreuses personnes
dans le monde, en particulier dans les pays en développement. Par
exemple, ces techniques sont utilisées pour obtenir des produits
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susceptibles de remplacer les vaccins actuellement disponibles contre
le virus de I’hépatite B, de méme que pour produire des vaccins
totalement nouveaux capables de prévenir les principales maladies
parasitaires, telles que le paludisme et la leishmaniose. Le Comité a
été informé qu’un projet de normes relatives aux vaccins anti-
hépatite B préparés dans des levures par des techniques de génie
génétique avait été rédigé est distribué au Tableau d’experts de la
Standardisation biologique afin de susciter des remarques et des
suggestions. Sur la base de ces remarques, une révision des normes
proposées a été faite et sera elle aussi distribuée au Tableau d’experts
pour de nouvelles suggestions. Le Comité a constaté qu’il était
‘nécessaire d’établir des normes OMS pour les vaccins anti-hépatite
B produits par des techniques de génie génétique, mais il a également
souligné I'importance des mesures prises par les autorités nationales
de contrdle pour évaluer I'innocuité et I’efficacité des divers produits.
Le Comité a été informé qu’il était possible que de tels vaccins soient
bientdt approuvés par des autorités nationales de contrdle et il a
décidé que les normes proposées devaient étre examinées et ensuite
adoptées aussi vite que possible.

Normes pour de nouveaux produits biologiques

Le Comité a noté la multiplication et la diversité croissante des
nouveaux produits biologiques préparés par des techniques de
manipulation génétique et qui se trouvent a des stades divers de mise
au point. I1's’agit notamment de vaccins, de facteurs de coagulation
et de substances endocriniennes et immunomodulatrices. Il a
reconnu qu’il serait utile, pour les autorités de contrdle et les
fabricants, de disposer de directives avant I’autorisation de mise sur
le marché de nouveaux types de produits ou de produits existants
déja mais fabriqués par des méthodes nouvelles. Par exemple, celles
qui ont été élaborées par une Consultation OMS sur le Controle de
la qualité des substances biologiques produites par les techniques de
recombinaison de TADN (Bulletin de I'Organisation mondiale de la
Santé, 62: 183-199 (1984)) ont été largement utilisées. Le Comité a
recommandé que des modifications soient apportées a de telles
directives lorsque le besoin s’en fait sentir, compte tenu des derniers
résultats expérimentaux et technologiques.

Le Comité .a observé que, dans le pass¢, 'OMS ¢laborait
généralement des projets de normes pour un produit biologique,
quand ce dernier avait été approuvé par une autorité nationale de
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controle (habituellement dans le pays ou la production avait eu lieu)
et quand le produit biologique présentait un intérét international.
Le Comité a examiné les questions liées a P’élaboration et a
Padoption de normes OMS pour des produits biologiques n’ayant
pas encore €té approuvés par une autorité nationale de contréle. 11
a recommandé que, en régle générale, il ne soit présenté au Comité
que des projets de normes portant sur des produits biologiques ayant
déja été approuvés par une autorité nationale de controle,
généralement dans le pays ou la production a eu lieu. Le Comité a
constaté qu’il y-avait un besoin permanent de normes OMS en vue
de garantir la fiabilit¢ des méthodes de fabrication et de permettre
le contréle de la qualité, en particulier pour les nouveaux produits
de la biotechnologie, ces normes devant étre examinées par le Comité
en temps opportun. Toutefois, le Comité a estimé que c’est aux
autorités nationales de contrdle qu’incombe la charge d’évaluer
I'innocuité et I'efficacité des nouveaux produits biologiques.

Réactifs de référence pour les anticorps monoclonaux

Le Comité a constaté quun grand nombre d’anticorps
monoclonaux sont actuellement produits a des fins trés diverses, par
exemple en vue du diagnostic ou de méthodes d’immunopurification.
Il a prévu que 'OMS recevrait de trés nombreuses demandes
d’établissement d’étalons internationaux - pour des anticorps
monoclonaux de types divers, de nombreuses préparations étant
offertes a ’'OMS a cet effet. Le Comité a décidé qu’il faudrait choisir
avec le plus grand soin les anticorps pour lesquels des étalons ou des
réactifs internationaux sont nécessaires, et que la priorité devait étre
accordée & ceux qui sont particuliérement utiles pour I’étalonnage
de produits biologiques servant au diagnostic et au traitement.

Problémes liés i la substitution de p;épafaﬁons étalons de sérum
animal hyperimmun a des préparations d’immunoglobulines
humaines ' '

Le Comité-a pris acte du fait que les titrages de l’activité
d’immunoglobulines antirabiques humaines avaient donné des
résultats discordants dans un laboratoire (Journal of biological
standardization, 13: 123 (1985)) lorsque les épreuves de neutralisation
étaient pratiquées sur des souris et dans des cultures cellulaires au
moyen d’une préparation de- référence commune de sérum
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antirabique de cheval (WHO/BS/85.1468). Du fait que
I'immunoglobuline antirabique humaine est souvent utilisée en
méme temps que du vaccin antirabique et quun exces de cette
immunoglobuline est susceptible d’inhiber le développement de
I'immunité active, le Comité a estimé que cette question devait &tre
étudiée plus a fond. Il a pri¢ P'Institut sérologique d’Etat de
Copenhague d’organiser des études visant notamment a comparer
I’étalon international de sérum antirabique de cheval, avec I’étalon
international d’immunoglobuline antirabique, de méme qu’avec
d’autres préparations d’immunoglobuline antirabique humaine, tant
en culture cellulaire que sur la souris.

Manipulation et contrdle des matériels biologiques de référence
d’origine humaine

‘Le Comité a constaté que de nouveaux agents infectieux
continuent a étre identifiés. Il en ressort que certains étalons
internationaux, préparations de référence ou réactifs de référence
sont susceptibles de contenir des agents infectieux. Le Comité a donc
insisté sur le fait que les travailleurs de laboratoire doivent prendre
des précautions appropriées lorsqu’ils manipulent des matériels de
référence d’origine humaine. Il a estimé qu’il faut éprouver tous:les
étalons et préparations de référence internationaux d’origine
humaine existants afin d’y rechercher I’antigéne de surface du virus
de I'hépatite B et 'anticorps anti-LAV/HLTV-III.

- Il a également estimé que, a I’avenir, il serait souhaitable que les
matériels de référence qui doivent étre d’origine humaine soient
prélevés sur des donneurs dont le sérum ou le plasma ont été
éprouvés individuellement et se sont révélés exempts des deux virus
mentionnés ci-dessus. Le Comité a pri¢ le Secrétariat de 'OMS
d’envisager la préparation de modifications appropriées a apporter
aux Directives pour la préparation et 'établissement de substances et
de réactifs: de référence pour les produits biologiques (OMS Série de
Rapports techniques, N° 626, 1978, p. 115).

Réactifs de matrices pour titrage immunologique des hormones

Le Comité a pris note que, conformément a la demande qu’il avait
formulée dans son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de
Rapports techniques, N° 725, 1985, p. 9), le Secrétariat de TOMS
avait organisé une réunion de fabricants de nécessaires pour titrage
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d’hormones ainsi que d’autres experts, en vue de déterminer s’il était
utile de fournir des réactifs internationaux OMS de matrices (WHO/
BS/84.1462). 1l a été suggéré que, pour -améliorer la concordance
entre les résultats des titrages obtenus avec différents nécessaires, il
soit utilisé une préparation de sérum humain contenant une quantité
aussi faible que possible de la substance a analyser, en vue de diluer
un étalon international donné afin d’étalonner I’étalon propre de
chaque fabricant. Le Comité a été informé qu’un groupe de travail
mixte OMS-Fédération internationale de Chimie clinique (FICC)
avait été constitué pour étudier I’avantage possible d’un réactif de
matrices commun pour les titrages de la thyréostimuline (TSH).

Restriction de I'utilisation des animaux pour le contrdle des produits
biologiques

Le Comité a examiné le rapport de“la réunion internationale,
organisée par I’Association internationale de  Standardisation
biologique, sur la réduction de I'utilisation des animaux pour la mise
au point et le controle des produits biologiques, qui s’est tenue a
Londres du 23 au 26 avril 1985 (WHO/BS/85.1470). Il a estimé qu’il
était possible de restreindre I'utilisation des animaux pour le controle
des produits biologiques. Toutefois, le Comité a souligné que des
épreuves sur les animaux étaient nécessaires pour évaluer lefficacité
biologique et I'innocuité des produits biologiques. Avant de pouvoir
réduire sans danger le nombre d’animaux utilisés, il est nécessaire de
disposer de plus amples données démontrant Texistence d’une
corrélation valable entre les résultats des épreuves in vitro et ceux des
titrages chez les animaux, de méme qu’entre les résultats de ces
épreuves et lefficacité -ainsi que Iinnocuité de ces produits
biologiques chez ’homme. En outre, les méthodes d’épreuve et de
titrage sur ’'animal peuvent étre améliorées et le Comité a encourage
les études a cette fin. :

Il a'donc prié le Secrétariat de 'OMS de se preoccuper de la
possibilité de restreindre I'utilisation des animaux lorsqu’il s’agira de
réexaminer des normes pour les substances biologiques ou de
préparer de nouvelles normes.
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SUBSTANCES
ANTIBIOTIQUES

1. Tobramycine

Le Comité a pris note du rapport du titrage comparatif
mentionné dans son trente-quatriéme rapport (OMS, Série de
Rapports techniques, N° 700, 1984, p. 14) et du fait que,
conformément a 'autorisation donnée dans le méme rapport, le
National Institute of Biological Standards and Control, de Londres,
avait établi 1’étalon international de tobramycine et, avec I’accord
des participants, avait attribué au contenu de chaque ampoule une
activité égale, par. définition, & 9800 unités internationales de
tobramycine (WHO/BS/85.1504).

2. Kanamycine B

Le Comité a pris acte du fait que les stocks de la- préparation
internationale-de référence de kanamycine B s’épuisaient (WHO/BS/
85.1481). Il a -également pris note du fait que la présence de
I'impureté que constitue la kanamycine B dans la kanamycine n’est
plus recherchée par des mesures de I’activité biologique mais par des
méthodes chromatographiques. Ainsi, le motif pour lequel la
préparation a été établie n’existe plus. Le Comité a donc supprimé
la préparation internationale de référence de kanamycine B.

ANTICORPS

3. Sérum anti-Brucella ovis

Le Comité a noté que, conformément a la demande qu’il avait
formulée dans son trente-troisieme rapport (OMS, Série de
Rapports techniques, N° 687, 1983, p. 21), le Central Veterinary
Laboratory, de Weybridge (Angleterre) avait obtenu une substance
appropriée pour servir d’étalon international de sérum anti-Brucella
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ovis et qu’il avait organisé une étude collective dans 12 laboratoires,
dans laquelle la fixation du complément était la méthode utilisée
(WHO/BS/85.1485). Le Comité a également pris note du fait que
'utilisation de la substance de référence proposée a permis de réduire
considérablement les différences entre les résultats obtenus par les
laboratoires participants.

Le Comité a constitué la substance étudi¢e en étalon international
de sérum anti-Brucella ovis et, sur la base des résultats de I’étude
collective, a attribué au contenu de chaque ampoule une activité
égale, par définition, & 1000 unités internationales de sérum anti-
Brucella ovis. '

4. Sérum anti-Clostridium botulinum, type B, de cheval

Le Comité a noté que I’étude collective de la préparation proposée
pour le remplacement de I’¢étalon international de sérum anti-
Clostridium botulinum, type B, de cheval, dont il était question dans
son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques,
Ne 725, 1985, p. 16) a été achevée (WHO/BS/85.1469). Le Comité
a constitué la préparation étudiée, portant le code BUSB 5004, en
deuxiéme étalon international de sérum anti-Clostridium botulinum,
type B, de cheval et sur la base des résultats de I’étude collective a
attribué au contenu de chaque ampoule une activité égale, par
définition, a 31 unités internationales de sérum anti-Clostridium
botulinum, type B, de cheval.

5. Clostridium perfringens, antitoxines béta et epsilon, de cheval

Le Comité a pris note des résultats d’une étude collective,
organisée par le Central Veterinary Laboratory de Weybridge
(Angleterre) et portant sur des substances de remplacement pour
I’étalon international d’antitoxine béta de Clostridium perfringens,
de cheval, et pour I’étalon international d’antitoxine epsilon de
Clostridium perfringens, de cheval, au cours de laquelle avaient éte
pratiquées des épreuves de recherche de quantités trés faibles
d’anticorps & I’égard d’autres types de toxines de C. perfringens
(WHO/BS/85.1484). Sur la base des résultats obtenus, le Comité a
constitué une des substances ¢tudiées (2Cp epsilon At) en deuxiéme
étalon international d’antitoxine epsilon de Clostridium perfringens,
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de cheval, et a attribué au contenu de chaque ampoule une activité
égale, par définition, a 1020 unités internationales d’antitoxine
epsilon de Clostridium perfringens, de cheval. L’autre substance
étudi¢e (2Cp beta At) s’était montrée propre a servir de substance
de remplacement, mais le Comité a décidé de surseoir au rem-
placement de I’étalon international d’antitoxine béta de Clostridium
perfringens, de cheval, du fait que les stocks n’en seront pas €puisés
avant plusieurs années..

ANTIGENES

6. Vaccin anticoquelucheux acellulaire

Le Comité a été informé que des études cliniques limitées sur
des vaccins anticoquelucheux acellulaires avaient €té récemment
achevées. Il semble qu’il est nécessaire de disposer de substances
de référence d’hémagglutinine filamenteuse (FH) et de facteur
provoquant I’hyperleucocytose (leucocytosis promoting factor
ou LPF) ainsi que d’une substarice de référence pour le vaccin
anticoquelucheux acellulaire adsorbé pour déterminer le degré de
détoxification, la teneur en antigéne de vaccins anticoquelucheux
acellulaires non adsorbés et ’activité de vaccins anticoquelucheux
acellulaires adsorbés.

Le Comité a été informé qu'une étude collective était en cours
dans huit laboratoires de sept pays et qu’elle faisait appel a plusieurs
méthodes pour éprouver les trois substances de référence possibles.
On espére que cette étude révelera quelle méthode convient pour le
contrdle des vaccins anticoquelucheux acellulaires. Le Comité a
estimeé que des préparations de référence d’immunsérums pourraient
étre également nécessaires pour comparer les résultats des titrages
d’immunogénicité. -

7.. Dérivé protéinique purifié (PPD) de tuberculine bovine
Le Comité a noté que.1’étude collective de I’étalon international
proposé pour le dérivé protéinique purifié (PPD) de tuberculine
bovine, dont il est question dans son trente-troisiéme rapport (OMS,

Série de Rapports techniques, N° 687, 1983, p. 23) était en cours
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07VHO/BS/85 1493). Des laboratoires de huit pays ont accepté de
participer a cette étude en apphquant des t1trages sur les cobayes, sur
les bovins, ou sur les deux

’ 8. Vaccins BCG

Le Comité a examiné les résultats préliminaires d’études de
dégradation thermique accélérée de quatre vaccins BCG, dont il est
question dans son trente-troisiéme rapport (OMS, Série de Rapports
techniques, N° 687, 1983, p. 23). Il'a prié I'Institut sérologique
d’Etat de Copenhague (Danemark), de faire un rapport sur I’analyse
des données contenues dans les études de laboratoires des vaccins
candidats.

Le Comité a estlme qu’il fallait mener separement les travaux
visant a remplacer la preparanon internationale de référence de
vaccin BCG et ceux qui visent a choisir un lot de semence pnmaxre
appropriée pour la productlon de vaccins BCG.

9. Anatoxines diphtériﬁue et tétanique pour épreuve de floculation

Le Comité a pris acte du fait que des préparations d’anatoxines
diphtérique et tétanique avaient été obtenues et lyophilisées, et
que I'Institut sérologique d’Etat de Copenhague avait accepté
d’organiser une -étude collective en vue de déterminer si ces

" préparations €taient propres a.servir de réactifs internationaux de

référence pour le dosage des toxines diphtérique et tétanique, ainsi
que des anatoxines en unités -Lf (WHO/BS/85.1475). Le Comité a
également pris note que cette étude collective utiliserait non
seulement les épreuves-de floculation, mais également d’autres
méthodes. ‘telles . que I'immunodiffusion radiale simple et

I'immunoélectrophorése selon la méthode de Laurell.

10. Venins de serpents et séerums antivenimeux

.Le Comité¢ a pris acte des progres réalisés dans la standardisation

" des venins de serpents et des sérums antivenimeux depuis sa trente-

quatriéme réunion.(OMS, Série de Rapports techniques, N° 700,
1984, p. 24). Les venins de Notechis scutatus, Bothrops atrox asper,
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Crotalus atrox, Echis carinatus (Mali), Echis carinatus (République
islamique d’Iran), Naja naja kaouthia, Vipera russelli et Trimeresurus
flavoviridis ont été lyophilisés en ampoules par I'Institut national de
la Santé publique et de 'Hygiéne du Milieu, de Bilthoven. Des
sérums anti-venins de Echis carinatus (République islamique d’Iran)
et de Trimeresurus flavoviridis (Japon) ont ¢été . préparés
respectivement en flacons par I'Institut d’Etat des sérums et vaccins
Razi, Téhéran, République islamique d’Iran, et en ampoules par
I'Institut national de la Santé, Tokyo, Japon. Des études collectives
de ces préparations de venins ont été organisées par la Liverpool
School of Tropical Medicine, Liverpool, Angleterre (WHO/BS/
85.1492).

11. Vaccin antirougeoleux (vivant)

Le Comité a pris acte du fait que le National Institute for
Biological Standards and Control de Londres avait obtenu une
préparation de vaccin antirougeoleux vivant atténué (souche
Schwarz), propre a servir comme réactif international de référence
pour le titrage in vitro des vaccins antirougeoleux vivants (WHO/BS/
85.1483). Il a également pris note des résultats d’une étude collective
qui a montré que cette préparation pouvait étre utilisée de maniere
satisfaisante dans les épreuves relatives aux unités formatrices de
plages (UFP) et aux doses infectantes pour les cultures de tissus
(DICT;,) destinées a déterminer [Pinfectiosit¢ des vaccins
antirougeoleux. Le Comité a constitué la préparation étudice,
portant le code 82/638, en réactif international de référence pour le
titrage du vaccin antirougeoleux (vivant) et, sur la base des résultats
de I’étude collective, a attribué au contenu de chaque ampoule un
titre égal a 1037 de réactif international de référence pour le titrage
du vaccin antirougeoleux vivant. Dans la pratique, on peut
considérer le titre comme équivalent a 5000 DICT, ou 5000 UFP.

Compte tenu du fait que ce matériel a été lyophilise dans des
flacons, le Comité a pri¢ le National Institute for Biological
Standards and Control de Londres de soumettre ce matériel a des
études de stabilité a long terme.
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-12. Vaccin anti-hépatite B (dérivé de plasma).

Le Comité a été informeé qu’une étude collective, organisée par le
National Institute for Biological Standards and Control, de
Londres, en vue d’évaluer si I’étalon international proposé pour le
vaccin anti-hépatite B dérive de plasma ¢tait satisfaisant, a été
achevée du fait qu’un rapport sur cette étude était en préparation.
Le matériel étudié est un vaccin adsorbé sur hydroxyde d’aluminium
contenant environ 20 pg/ml d’antigéne de surface du.virus de
I’hépatite B provenant de plasma, la mesure étant faite d’aprés la
teneur en protéine du produit en vrac aqueux avant adsorption a
I’adjuvant. Ce matériel ne pouvant étre lyophilis¢é de maniére
satisfaisante, il est sous forme liquide. Onze participants de huit pays
ont fourni des données fondées sur 21 titrages d’immunogénicité
effectués sur la souris ou le cobaye. La quantité minimale nécessaire
pour susciter des anticorps chez 50% des animaux variait largement
(usqu’a 100 fois d’un laboratoire a I’autre); lorsque I'activité des
vaccins ¢était calculée par rapport a la préparation candidate, les
résultats allaient du simple au décuple.

En attendant que le rapport de I’étude collective soit disponible
et qu’il ait été confirmé que la préparation proposée est propre a
servir d’étalon international pour contrdler I’activité.du vaccin anti-
hépatite B, le Comité a décidé que cette substance continuerait a étre
distribuée pour servir. de substance de référence de travail dans les
études d’immunogénicité de vaccins anti-hépatite B dérivés de
plasma. S

13. Antigéne de surf'ace du virué de hépatite B (sous-type ad)

-Le Comité a pris acte du fait quune préparation lyophilisée de
sérum positif en ce qui concerne I’antigéne de surface du virus de
I’hépatite B, sous-type ad, avait été offerte par le National Institute
for Biological Standards and Control, de Londres, pour servir
d’étalon international d’antigene de surface du virus de ’hépatite B
(WHO/BS/85.1476 Rev. 1). 1l a également noté les résultats d’une
étude collective faite par 12 laboratoires, dans -laquelle la
préparation a été utilisée pour standardiser les titrages en vue du
diagnostic par détection de I’antigéne de surface de I’hépatite B. En
outre, des épreuves de dégradation accélérée ont révélé que la
préparation avait une stabilité satisfaisante. . '
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Le Comité a donc constitué la préparation étudiée en étalon
international d’antigéne de surface de I’hépatite B (sous-type ad) et,
sur la base des résultats de I’étude collective, a attribué au contenu
de-chaque ampoule une activité égale, par définition, a 100 unités
internationales d’antigéne de surface de ’hépatite B (sous-type ad).

PRODUITS SANGUINS ET SUBSTANCES APPARENTEES

14. Immunoglobuline antitétanique

Le Comité a pris note du fait qu'un étalon international
d’immunoglobuline antitétanique était nécessaire (WHO/BS/
85.1472). 1l a également noté qu'une préparation convenable
d’immunoglobuline antitétanique avait €té obtenue, répartie en
ampoules qui-ont été scellées et lyophilisées, et que I'Institut
sérologique d’Etat de Copenhague avait organis¢ une étude
collective de cette préparation.

15. Sérum anti-ADN a double brin (anti-ADNdb)

Le Comité a pris acte du fait qu'une préparation de référence pour
le titrage du sérum anti-ADN a double brin était nécessaire et qu’une
substance lyophilisée (Wo/80) avait été préparée et étudiée par le
Comité de Standardisation de I'Union internationale des Sociétés
d’Immunologie (UISI) (WHO BS:85.1491). Il a ¢galement noté que
le matériel étudié avait une spécificité anti-ADN a double brin
lorsqu’il était éprouvé par différentes methodes et sur différentes
préparations de tissus; il a été également démontré que la stabilité
de ce matériel était satisfaisante. En outre, les résultats d’une étude
collective faite dans huit laboratoires au moyen des méthodes
d’immunofluorescence et de titrage radio-immunologique ont
prouvé que ce mateériel ¢tait propre a servir d’¢talon international.

Le Comité a donc constitué le matériel étudié en étalon
international de sérum anti-ADN a double brin et a attribu¢ au
contenu de chaque flacon une activité égale, par définition, a 100
unités internationales de sérum anti-ADN a double brin.

- Compte. tenu .du fait que le matériel avait ét¢ lyophilis¢é dans
des flacons, le Comité a prié le Laboratoire central du Service
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de Transfusion sanguine de la Croix-Rouge néerlandaise, a
Amsterdam, de dissoudre le contenu d’un certain nombre
d’ampoules de I’étalon international de sérum anti-ADN a double
brin, de répartir ce matériel dissous dans le méme nombre
d’ampoules et de lyophiliser la solution, puis de procéder a des
études a long terme pour comparer la stabilité du matériel contenu
dans les flacons avec celle du matériel contenu dans les ampoules.

16. Antistreptolysine O, humaine

Le Comité a été informé que la préparation mentionnée dans
son trente-deuxiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques,
Ne 673, 1982, page 21), destinée a remplacer éventuellement ’étalon
international d’antistreptolysine O, humaine, s’était révélée instable
et qu'un autre mélange de sérums serait recueilli par I'Institut
sérologique d’Etat de Copenhague et préparé pour étre examiné en
tant que préparation de remplacement.

17. Sérum riche en IgM anti-toxoplasme

Le Comité a pris note du fait qu’il faudrait disposer d’un étalon
international de sérum anti-toxoplasme riche en anticorps IgM, qui
serait utile pour doser les anticorps anti-toxoplasme appartenant a
la classe IgM (WHO/BS/85.1471). 11 a également noté qu’une
préparation avait été obtenue et que I'Institut sérologique d’Etat de
Copenhague avait organisé une étude collective internationale.

18. Facteurs I, VII, IX et X de la coagulaﬁoh sanguine

Le Comité a été informé que le National Institute for Biological
Standards and Control, de Londres, avait organis¢é une étude
collective-internationale visant a établir des étalons, tant de plasma
que de concentres, pour les facteurs I, VII, IX et X de la coagulation
sanguine. Des préparations lyophilisées de plasma et de concentrés,
contenues dans des ampoules portant un numéro de code, font
actuellement I'objet de titrages, par rapport & du plasma normal
frais, dans une étude collective a laquelle participent 28 laboratoires.
Les préparations de concentrés sont constituées de a) I’étalon
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international de facteurs IX actuel (un concentré de facteurs II, IX
et X); ) un nouveau concentré de facteurs II, IX et X; ¢) un
concentré de facteurs I, VIL, IX et X; et d) un concentré de facteur
VII. Le Comité a également été informé que la plupart des
laboratoires participant a I’étude collective avaient envoyé des
résultats, qui sont actuellement analyses.

19. Héparine de faible poids moléculaire

Le Comité a été informé que le National Institute for Biological
Standards and Control, de Londres, avait organis¢ une étude
collective pilote de huit différentes héparines de faible poids
moléculaire. Dans cette étude, les huit préparations ont été titrées
par rapport au quatriéme étalon international d’héparine, établi en
1984 (OMS, Série de Rapports techniques, N° 700, 1984, p. 18) et
toutes présentaient ‘des courbes dose-réponse non paralleles par
rapport a I’étalon, quelle que soit la méthode de titrage utilisée. Les
activités estimées variaient du simple au triple d’un laboratoire a
l’autre lorsque la méme méthode était utilisée ainsi qu’entre les
différentes méthodes. Les variations de I’activité estimée étaient
nettement plus faibles lorsque les héparines de faible poids
moléculaire étaient titrées contre un matériel courant comparable,
utilisé comme étalon arbitraire. Sur la base de ces résultats, le Comité
a estimé qu’un :étalon international d’héparine de faible poids
moléculaire était nécessaire. En outre, il a été informé que, avec le
soutien .du Comité international de la Thrombose et de "' Hémostase,
le National Institute for Biological Standards and Control avait
organisé une étude collective, a laquelle participaient 25 labora-
toires, sur trois préparations d’héparine de faible poids moléculaire
contenues dans des ampoules.

20. Sérum anti-D complet pour la détermination
des groupes sanguins :

Le Comité a pris acte du fait que le matériel mentionné dans son
trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques,
Ne 725, 1985, p. 18), préparé pour servir éventuellement d’étalon
international de sérum anti-D complet pour la détermination des
groupes sanguins, s’était révélé d’une activité et d’une spécificité peu
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satisfaisantes dans les €preuves de dégradation accélérée. Le Comité
a estimé qu'un sérum anti-D complet pour détermination des
groupes sanguins, chimiquement modifi¢ pourrait servir a cette fin
et a pri¢ le Laboratoire central du Service de Transfusion sanguine
de la Croix-Rouge néerlandaise, d’Amsterdam, de préparer un tel
sérum modifie, de déterminer sa stabilité et sa spécificité et
d’organiser une étude collective.

21. Microglobuline béta, (B,m)

Le Comité a pris note du fait que 1’étude collective dont il est
question dans son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de
Rapports techniques, N° 725, 1985, p. 21) avait révélé que le matériel
de référence proposé, mélange de sérums humain normaux pour le
titrage de la microglobuline béta,, était stable. L ’Institut national de
la Santé et de la Recherche médicale (INSERM), hopital Edouard
Herriot, Lyon, a organisé dans six-laboratoires une étude collective
ayant un recours-a cinq méthodes de titrage, dont quatre étaient
fondées sur le dosage radio-immunologique et une sur le titrage avec
immuno-adsorbant li¢ & une enzyme (ELISA) (WHO/BS/85.1501).
Le Comité a également noté que les résultats de la seconde étude
avaient' confirmé que le matériel était propre a servir d’étalon
international. :

Il a donc constitué la préparation portant le code 80/12/3200 en
étalon international de microglobuline béta, et a attribué au contenu
de chaque flacon une activité égale, par définition, a 100 unités
internationales de microglobuline béta,.

Du fait que ce matériel avait été lyophilisé en flacons, le Comité
a prié I'Institut sérologique d’Etat, de Copenhague, de dissoudre le
contenu d’un certain nombre de flacons de I’étalon international de
microglobuline béta,, de répartir le matériel dissous dans le méme
nombre d’ampoules, puis de lyophiliser la solution. Il a également
prié le secrétariat de ’'OMS d’organiser des études a long terme en
vue de comparer la stabilit¢é du matériel contenu dans les flacons a
celle du matériel contenu dans les ampoules.
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SUBSTANCES ENDOCRINIENNES ET
APPARENTEES

22. Insulines

Le Comité a pris acte du fait que I’¢tude collective des
préparations d’insulines purifi¢es humaine, porcine et bovine
contenues dans des ampoules, dont il est question dans son trente-
cinquiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques, N° 725,
1985, p. 21) était achevée. Les résultats préliminaires ont montreé que
les trois préparations d’insuline étaient propres a servir d’¢talon
international (WHO/BS/85 1502). Il a été informé que le rapport de
cette étude serait envoyé sous peu aux participants.

Compte tenu de la nécessité pressante d’étalons internationaux de
ces insulines, le Comité a prié le National Institute for Biological
Standards and Control, de Londres, d’informer le Secrétariat de
I’'OMS de Pactivité. quil convient d’attribuer aux préparations
étudiées, lorsque les participants a I'étude collective seront tombés
d’accord sur ce point, pour permettre au Directeur général d’établir
sans tarder ces étalons internationaux, comme le demandait la
résolution WHA37.27 de I’Assemblée mondiale de la Sante.

Le Comité a décidé, conformément aux recommandations
figurant dans son trente-deuxiéme rapport (OMS, Série de Rapports
techniques, N° 673, 1982, p. 11-13) que, lorsque ces nouveaux
étalons internationaux seront établis, les autorités nationales de
controle seront priées d’étalonner a nouveau leurs étalons nationaux
correspondants par rapport a ces nouveaux étalons internationaux.

23. Elcatonine

Le Comité a pris acte du fait que, conformément a la demande
qu’il avait exprimée dans son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série
de Rapports techniques, N° 725, 1985, p. 22), une préparation
d’elcatonine avait été obtenue et répartie en ampoules au National
Institute for Biological Standards and Control, de Londres, (WHO/
BS/85.1494). 11 a également noté qu'une étude collective
internationale de cette préparation avait été exécutée, dans laquelle
la préparation d’elcatonine avait été titrée par rapport a la
préparation internationale de référence de calcitonine de saumon,
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pour titrage biologique. Une analyse préliminaire des résultats a
montré que cette préparation était propre a servir d’étalon
international.

Le Comité a donc constitu¢ le matériel contenu dans les ampoules
portant le code 84/614 en étalon international d’elcatonine, et a
autorisé le National Institute for Biological Standards and Control,
avec l'accord des participants a 1’étude collective, a définir I'unité
internationale. - -

. 24. Hormone de croissance humaine

Le Comité a pris note de la nécessité d’un étalon international non
seulement pour la forme d’hormone de croissance humaine ayant
une masse moléculaire relative de 22 000, dont il est question dans
son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques,
Ne° 725, 1985, p. 24), mais également pour la forme d’hormone de
croissance humaine ayant une masse moléculaire relative de 20 000
(WHO/BS/85.1487). Il a également pris acte du fait que des quantités
de ces deux substances, extraites a partir d’hypophyses humaines,
avaient été offertes a cette fin. Le Comité a prié le National Institute
for Biological Standards and Control, de Londres, d’organiser des
¢tudes collectives.

+ - 25. Erythropoiétine humaine

Le Comité a pris note du fait qu’un analogue de I’érythropoiétine
humaine avait été produit par des techniques de génie génétique
au moyen de cellules animales. Tl était destiné a des essais de
traitement de certains types d’anémie (WHO/BS/85.1498). Le
Comité a également pris acte de la nécessité d’un étalon international
d’érythropoiétine humaine hautement purifiée, car la préparation
internationale de référence d’érythropoiétine, humaine, urinaire,
pour titrage biologique, est impure et ne convient pas a des fins telles
que la vérification de la structure et de la conformation des diverses
préparations d’érythropoiétine produites par des techniques de génie
génétique. Il a donc pri¢ le National Institute for Biological
Standards and Control, de Londres, de se procurer une préparation
convenable d’analogue de Iérythropoiétine humaine, hautement
purifice, obtenue par manipulation génétique et d’organiser une
¢tude collective. T :
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26. Facteurs de libération d’hormones hypophysaires

Le Comité a pris acte du fait que, conformément a la demande
qu’il avait formulée dans son trente-cinquieme rapport (OMS, Série
de Rapports techniques, N° 725, 1985, p. 23), le National Institute
for Biological Standards and Control, de Londres, s’était procuré
et avait réparti en ampoules certaines quantités de facteurs de
libération de ’hormone de croissance humaine 1-40 et 1-44 ainsi que
de facteurs de libération de la corticotrophine 1-41 (WHO/BS/
85.1499). Le Comité a également noté que, a I’heure actuelle, on ne
sait pas exactement quelle forme de facteurs de libération sera
utilisée en médecine clinique et pour laquelle un étalon international
sera nécessaire. Il a donc décidé que, en attendant une décision dans
ce domaine, ces préparations soient distribuées pour servir d’étalons
de recherche.

27. Facteur natriurétique auriculaire humain

Le Comité a pris acte du fait que le facteur natriurétique
auriculaire humain, hormone peptidique récemment découverte et
isolée de tissus cardiaques humains, s’était révélé doté de puissantes
propriétés natriurétiques et vasoactives (WHO/BS/85.1496). 1l a
également noté que des préparations synthétiques de la forme 1-28
de cette hormone peptidique faisaient ’objet d'un essai clinique en
vue du traitement de 'hypertension, et qu’un étalon international
était nécessaire pour les titrages immunologiques de 'hormone dans
le plasma a des fins diagnostiques. Le Comité a en outre pris acte
du fait qu’une certaine quantité du peptide 1-28 avait ¢té obtenue
et lyophilisée en ampoules. Il a donc prié le National Institute for
Biological Standards and Control, de Londres, d’organiser une
étude collective internationale.

28. Prolactine, humaine, pour titrage immunologique

Le Comité a pris note du fait que I’étude collective mentionnée
dans son trente-cinquiéme rapport (OMS, Série de Rapports
techniques, N° 725, 1985, p. 22) avait été achevée et que ’analyse des
résultats était en cours (WHO/BS/85.1497).
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29. Hormone lutéinisante, bovine, pour titrage immunologique

Le Comité a pris note du fait quun étalon international est
nécessaire pour-’hormone lutéinisante, bovine pour servir au titrage
radio-immunologique appliqué en médecine vétérinaire (WHO/BS/
85.1474). 11 a également noté qu’une préparation hautement purifiée
d’hormone lutéinisante hypophysaire, bovine, avait €té obtenue,
lyophilisée en ampoules, et comparée. a un étalon de recherche
d’hormone lutéinisante, bovine, au cours d’une étude collective
internationale organisée par I'Institut national de Santé publique et
d’Hygiéne du Milieu, de Bilthoven. Les résultats de cette étude, au
cours de laquelle des titrages biologiques in vivo et in vitro, des
titrages par récepteurs et. des titrages immunologiques ont été
pratiqués, a montré que le matériel étudié¢ était propre a servir
d’étalon international. .

Le Comité a donc constitué le matériel étudié, portant le code
EHC-bLH-1, en étalon international d’hormone lutéinisante,
bovine, pour titrage immunologique et a attribu¢ au contenu de
chaque ampoule une activité égale, par définition, a 0,025 unité
internationale d’hormone lutéinisante, bovine, pour titrage
immunologique. - R

30. Corticotropliilie (ACTH), humaine, pour titrage immunologique

Le Comité a pris acte du fait que, conformément a sa demande
formulée dans son trentiéme rapport (OMS, Série de Rapports
techniques, N° 638, 1979, p. 26), une certaine quantit¢ de
corticotrophine (ACTH) hautement purifiée avait été isolée a partir
d’hypophyses humaines au National Institute for Biological
Standards and Control, de Londres (WHO/BS/82.1366 et WHO/BS/
85.1489). 1l a également noté que ce matériel avait été lyophilisé en
ampoules et s’¢tait révélé stable. Le Comité a été informé que la
préparation était en cours d’évaluation dans une étude collective
internationale visant a déterminer si cette préparation est propre a
servir d’étalon international. En outre, il a été informé que I’étude
collective portait également sur [Pétalon international de
corticotrophine, porcine, pour titrage biologique, sur de TACTH
porcine hautement purifiée, ainsi que sur des formes de FACTH -
humaine et porcine désamidées et contenant du sulfoxyde de
méthionine, et sur de ’TACTH humaine phosphorylée.
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31. Hormone parathyroidienne, bovine, pour titrage biologique
in vitro

Le Comité a pris note du fait que I’étude collective internationale
de la préparation d’hormone parathyroidienne, bovine, mentionnée
dans - son trente-troisiéme rapport (OMS, -Série de Rapports
techniques, N° 687, 1983, page 30), avait été achevée et les resultats
analysés au National Institute for Biological Standards and Control,
de Londres, (WHO/BS/85.1490).

Le Comité a constitué la préparation étudiée, contenue dans des
ampoules portant le code 82/632, en étalon international d’hormone
parathyro'l'dienne, bovine, pour titrage biologique in vitro et a
autorisé le National Institute for Biological Standards and Control,
avec P’accord des ‘participants 4 1'étude collective, a définir 'unité
internationale.

Le Comiité-a également pris acte du fait que les preparanons des
peptides 1-34 des hormones parathyroidiennes humaine et bovine,
contenues dans des ampoules, dont il est question dans son trente-
quatriéme rapport (OMS, Série de Rapports techniques, N° 700,
1984, p. 20) et qui ont été incluses dans 1'étude collective, seront
distribuées en tant qu’étalons de recherche.

SUBSTANCES DIVERSES

32. Pyrogénes: endotoxine et interleukine-1

Le Comité a noté que les études préliminaires sur la préparation
lyophilisée d’endotoxine d’ Escherichia coli, dont il est question dans
ses trente-quatriéme et trente-cinquiéme rapports (OMS, Série de
Rapports techniques, N° 700, 1984, page 22 et N° 725, 1985, p. 25)
avaient donné des résultats satisfaisants et quune certaine quantite
de cette préparation avait été lyophilisée en ampoules portant le code
84/650 (WHO,/BS/85.1495). 11 a également pris note du fait que
I’étude collective, mentionnée dans son trente-quatriéme rapport
(OMS, Série de Rapports techniques, N° 700, p. 22), etalt en.cours
dans 36 laboratoires de 12 pays.

Il a de plus pris acte du fait que des étalons internationaux
d’interleukine-1 sont nécessaires et a donc prié le National Institute
for Biological Standards and Control, de Londres, de se procurer des
substances appropriées et d’organiser une étude collective.
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33. Dimercaprol et Mel B (mélarsoprol)

Le Comité a pris note d’une proposition visant & supprimer la
préparation internationale de référence de dimercaprol, du fait que
la monographie du dimercaprol dans la troisiéme édition de la
Pharmacopée internationale ne comprend pas d’épreuve de toxicité
(WHO/BS/85.1482). Il a également pris note d’une proposition
(WHO/BS/85.1482) visant a supprimer la préparation internationale
de référence de Mel B (mélarsoprol), a condition qu’aucune
monographie comportant une épreuve de toxicité ne soit préparée
pour la Pharmacopée . internationale. Il a en outre constaté
qu’aucune des deux préparations n’avait fait 'objet d’une demande
depuis plus de sept ans.

" Le Comité a été informé que la troisiéme édition de la
Pharmacopée internationale ne comprendrait pas de monographle
sur le Mel B (melarsorprol)

Il a donc supprimé la préparation 1nternat10nale de référence de
dimercaprol et la preparatlon mternatlonale de référence de Mel B
(mélarsoprol). ,

34. Cyanométhémoglobine

Le Comité a été informé que la solution de cyanométhémoglobine
portant le code 40600, préparée par I'Institut national de Santé
publique et d’Hygi¢ne du Milieu, de Bilthoven, avait été proposée
comme étalon international de cyanométhémoglobine par le Comité
international de Standardisation en Hématologie (CISH). Le
Comité a été également informé qu’une étude collective organisée
par le CISH avait été achevée et que la solution s’était révélée de
stabilité satisfaisante. Sur la base des résultats de I’étude collective,
le Comité a constitué le matériel étudié en cinquiéme étalon

‘international de cyanométhémoglobine, avec une teneur en

cyanométhémoglobine de 588 mg par litre. .
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NORMES POUR LES SUBSTANCES
BIOLOGIQUES

35. Normes relatives aux tuberculines

Le Comité a pris note du fait que depuis la publication en 1968
des Normes relatives aux tuberculines (OMS, Série de Rapports
techniques, N° 384, 1968, p. 23), des données nouvelles avaient été
obtenues. C’est pourquoi plusieurs modifications des Normes
relatives aux tuberculines avaient été préparces et diffusées en vue
de susciter des commentaires, a la lumiére desquels de nouvelles
modifications ont été apportées (WHO/BS/85.1463 Rev. 1).

Le Comité a adopté la révision des Normes relatives aux
tuberculines et est convenu de la faire figurer en annexe au présent
rapport (annexe 1).

36. Normes relatives au vaccin BCG desséché

Le Comité a pris acte du fait que la production et le contrdle du
vaccin BCG avaient évolué et, notamment, que des vaccins
lyophilisés préparés a partir de lots de semence étaient largement
utilisés. C’est pourquoi, plusieurs modifications des Normes relatives
au vaccin BCG desséché ont été préparees et diffusées en vue de
susciter des commentaires, a la lumiére desquels de nouvelles
modifications ont été apportées (WHO/BS/85.1464 Rev. 1).

Le Comité a-adopté, en y apportant de légeres modifications, la
Révision des Normes relatives au vaccin BCG et est convenu de la
faire figurer en annexe au présent rapport (annexe 2).

37. Normes relatives aux lignées cellulaires continues

Les normes relatives aux lignées cellulaires continues employées
comme substrat ont été établies en 1982 et faisaient partie des
Normes relatives au vaccin antipoliomyélitique (inactive) (OMS,
Série de Rapports techniques, N° 673, 1982, p. 36). Le Comite a pris
note du fait qu’on dispose maintenant d’une plus grande expérience
en ce qui concerne l'utilisation des lignées cellulaires continues
comme substrat pour la préparation de substances biologiques par
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manipulation génétique (W HO/BS/85 1465 Rev. 2). Il a estimé que
des normes générales étaient nécessaires pour la caractérisation des
lignées cellulaires continues destinées a &tre utilisées comme substrat
pour la préparation des substances biologiques.

Le Comité a également pris note du fait que de telles normes
avaient ét¢ formulées et diffusées pour examen et commentaires.
Apres y avoir apporté des modifications mineures, le Comité a
adopté les Normes relatives aux lignées cellulaires- continues et est
convenu de les faire figurer en annexe au présent rapport (annexe 3).
Il a également estimé que lorsque des normes relatives a des produits
déterminés sont élaborées ou révisées, les. détails'des méthodes de
controle de la qualité concernant les cultures cellulaires doivent tenir
compte.de ces normes.

Il a en outre décidé que les présentes normes d01vent remplacer
celles qui figurent a la Partie D des Normes relatives au vaccin
antipoliomyélitique (inactivé) (OMS, Série de Rapports techniques,
Ne° 673, 1982, pp. 76-83) (voir annexe 4 du présent rapport).

38. Normes relatives au vaccin antipoliomyélitiqﬁe (inactivé)

Compte tenu de I"adoption des Normes relatives aux lignées
cellulaires continues (voir annexe 3 du présent rapport), le Comité-a
décidé que les Normes- relatives au vaccin antipoliomyélitique
(inactivé) (OMS, Série de Rapports techniques, N° 673, 1982,
annexe 2) devaient &tre révisées avec suppression de la partie D (et
des références a la partie D dans les diverses sections) et introduction
d’autres modifications. Le Comité a pris note du fait que de telles
modifications & apportér aux normes avaient €té formulées (WHO/
BS/85.1466 Rev. 1). 11 a adopté ees modifications et est convenu
qu’elles_figureraient en annexe au présent rapport (annexe 4).

39. Normes relatives aux épreuves de sensibilité aux antimicrobiens:
1. Epreuves de dlﬂ'usmn en gelose au moyen de dlsques unpregnes

Le Comité a pr1s acte du fait que,-depuis la pubhcatlon d’une hste
révisée des codes correspondant aux disques. imprégnés d’anti-

_biotiques - (OMS, Série de Rapports techniques, N° 687, 1983,

p. 185),. le Secrétariat de I'OMS avait - regu des demandes
d’attribution ‘de : codes supplémentaires ou révisés en vue- de
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l'identification d’antimicrobiens contenus dans les disques destinés
a la détermination de la sensibilitt (WHO/BS/85.1503). De
nouveaux antimicrobiens ont été introduits et 'OMS a, dans le cadre
de son programme relatif aux dénominations communes inter-
nationales, élaboré des codes pour certains d’entre eux. Comme des
Etats Membres peuvent avoir été obligés d’adopter d’autres noms,
ainsi que cela est indiqué dans la liste des Dénominations communes
internationales (DCI) pour les substances pharmaceutiques (Liste
récapitulative N° 6, Genéve, OMS, 1982), le Comité a décidé que
l’addition de ces autres noms a la section 1.6 des Normes relatives
aux épreuves de sensibilité aux antimicrobiens pourrait contribuer a
eviter les confusions.

Le Comité a pris note du fait qu'une liste d’additions, de
suppressions et de modifications des codes, ainsi qu’une liste des
principales dénominations communes utilisées a la place des DCI
dans certains pays avait été préparée (WHO/BS/85.1503).

Aprés y avoir apporté des modifications mineures, le Comité a
adopté cette nouvelle révision des Normes relatives aux épreuves de
sensibilité aux antimicrobiens et est convenu de la faire figurer en
annexe au présent rapport (annexe 5).

40. Lot de semence primaire de virus amaril

Le Comité a pris note du fait que depuis quelques années le
Secrétariat de P'OMS s’efforgait d’établir un lot-mére OMS de
semence de virus amaril, qui pourrait étre fourni aux fabricants en
vue de la préparation d’un lot de semence de travail, a partir duquel
les vaccins seraient produits (WHO/BS/83.1430 Rev.1). Le Comité
a également pris acte du fait que I'Institut Robert Koch de Berlin
avait préparé une semence primaire (213-77) qui s’était révélce
satisfaisante dans plusieurs laboratoires et avait été approuvée par
les consultants OMS.

Le Comité a donc adopté le lot de semence (213—77) comme lot
de semence primaire OMS pour le vaccin antiamaril (voir annexe 6),
et souligné I'importance qu’il y a & respecter les Normes relatives au
vaccin antiamaril (OMS, Série de Rapports techniques, N° 594, 1976)
et la Procédure d’approbation par 'OMS des vaccins antiamarils en
vue de la délivrance des certificats internationaux de vaccination
(OMS, Série de Rapports techniques, N° 658, 1981).
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Annexe 1
NORMES RELATIVES AUX TUBERCULINES

(Normes N° 16 pour les Substances biologiques)
(Révision 1985)
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" INTRODUCTION

L’historique des procédés qui ont été successivement employes
pour la préparation de la tuberculine et celui des applications que
la tuberculine a trouvées dans le diagnostic et le traitement de la
tuberculose’ humaine et animale formeraient une longue série
d’épisodes dont I'origine remonte a la découverte faite par -Robert
Koch en 1890. - o

Il y a un intérét & uniformiser chaque type de tuberculine et a
définir des normes spécifiques pour chacun, selon I'usage auquel il
est destiné. Plusieurs pays possédent des normes nationales pour le
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controle des préparations de tuberculine, mais ces préparations
varient beaucoup d’un pays a Pautre. En 1962, le Comité OMS
d’experts de la Standardisation biologique, considérant «I’état actuel
des connaissances sur les tuberculines et étant donné la large
utilisation de celles-ci pour le diagnostic de la tuberculose humaine
et animale [...] a demandé au Secrétariat de ’'OMS de prendre des
dispositions pour formuler des normes applicables aux tuberculines»
(1). Cest pourquoi, en 1968, des normes internationales relatives aux
tuberculines ont été préparées par 'OMS. Compte tenu de
Pévolution a laquelle on a assisté ces 16 derniéres années, il a été
estimé nécessaire de mettre a jour les Normes relatives aux
tuberculines (2).

CONSIDERATIONS GENERALES

- Les présentes normes sont applicables aux tuberculines
principalement destinées aux usages suivants en médecine humaine:

a) diagnostic de la tuberculose; i

b) études ¢pidémiologiques, y compris la détection d’une
sensibilisation non spécifique a la tuberculine de mammifére;

¢) épreuves tuberculiniques en vue de la vaccination par le BCG
et de la chimioprophylaxie de la tuberculose;

d) controle des vaccins BCG et des méthodes de vaccination;
e) contrdle des tuberculines en vue de I'immunothérapie par le
BCG.

Ces normes s’appliquent également aux tuberculines destinées
aux mémes emplois en médecine vétérinaire.

L’élaboration de normes convenant a I'utilisation internationale
présente de nombreuses difficultés. Les unes concernent le choix
des étalons internationaux de tuberculines, les autres la définition
et Dlexpression de Tactivit¢ des préparations. Les étalons
internationaux établis par PFOMS et disponibles depuis plusieurs
années sont I’étalon international de vieille tuberculine, I’étalon
international de dérivé protéinique purifié (PPD) de tuberculine de
mammifére et I’étalon international de PPD de tuberculine aviaire.

L’étalon international de dérivé protéinique purifié de tuberculine
de mammifére a été établi en 1951 (2); en 1952, 'unité internationale
a été définie comme l'activité de 0,000028 mg de ’étalon (3). Cette
définition était fondée sur des comparaisons avec la vieille
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tuberculine et la dimension de ['unité avait été choisie en fonction
de l'unité internationale de vieille tuberculine. Etant donné,
toutefois, que les premiers titrages -destinés a définir D'unite
internationale de PPD avaient été exécutés a une époque ou
I'influence de leffet d’adsorption a I'interphase était inconnue, le
quatorzitme Comité OMS d’experts de la Standardisation
biologique (4) a estimé qu’ils n’étaient pas concluants et a décide que
cette définition de 1’unité internationale cesserait d’étre valable. Il a
recommandé d’exprimer provisoirement I’activité des préparations
de PPD de tuberculine de mammifére en unités internationales
de vieille tuberculine, sur la base d’épreuves effectu¢es dans des
conditions déterminées.

Le PPD de tuberculine de mammifére et la vieille tuberculine
différant par leur composition et, on le sait maintenant, par les
rapports dose-réponse qui les caractérisent, ces deux substances ne
sauraient en principe étre valablement comparées dans aucune
épreuve. L’unité de 0,000028 mg pour le PPD de tuberculine de
mammifére a été largement employée dans la pratique, avant,
pendant et aprés la période ou elle était officiellement valable. Au
contraire, et malgré la suggestion faite par le comité OMS d’experts
de la Standardisation biologique en 1960 (4), I'usage d’exprimer
Iactivité des préparations de PPD en unités de vieille tuberculine ne
s’est pas imposé. Puisqu’il existe un étalon international pour
chacune des trois préparations — vieille tuberculine, PPD de
tuberculine de mammifére et PPD de tuberculine aviaire — chacune
d’elles doit:avoir, en propre, son unité internationale. Dans son
vingtiéme rapport, le Comité OMS d’experts de la Standardisation
biologique a donc rétabli I'unité internationale de PPD de
tuberculine de mammifére et a défini cette unité comme I'activité
de 0,000028 mg de I’étalon international de PPD de tuberculine de
mammifére (3).

L’activité d’une préparation de tuberculine ne peut pas toujours
s’exprimer par un nombre d’unités internationales, déterminé au
moyen d’une épreuve biologique, qui soit valable dans toutes les
conditions d’utilisation. Cela tient a la variation des résultats des
titrages d’activité due a des différences dans les souches bactériennes
utilisées a des fins de production, dans les méthodes d’extraction et
de purification et dans les méthodes de sensibilisation des animaux
utilisés dans les titrages d’activité. Les modalités prévues dans les
présentes normes pour le contrdle de lactivité des tuberculines
reposent donc sur les principes suivants.
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Un échantillon représentatif de chaque produit tuberculinique
fabriqué sera conservé comme préparation de référence du
laboratoire. On étalonnera cette préparation en comparant son
activité a celle de I’étalon international correspondant (c’est-a-dire
celui qui s’en rapproche le plus par son comportement) a des doses
données et dans les conditions qui seront celles .de I'utilisation
pratique. Il s’agit ici non seulement de la dose, mais encore du mode
de préparation, du volume injecté, de la voie d’administration, de
Pespece d’animal considérée et de I’état immunologique des
animaux. Les conditions choisies pourront étre, par exemple,
Pemploi chez des sujets humains ou chez des bovins atteints
d’infection tuberculeuse naturelle ou chez des sujets humains
vaccinés au BCG ou encore l'application d’une technique
particulicre d’épreuve tuberculinique. L’étalonnage a pour but de
déterminer la quantité¢ de la préparation de référence produisant,
dans des conditions précises, un effet biologique spécifique
équivalent a celui d’une quantité donnée de I’étalon international.
Par la suite, la dose de la préparation de référence pour I’ensemble
des conditions- considérées . pourra etre expnmee en equzvalents
d’unités internationales.

Il sera alors possible de contréler 'activité des lots success1fs au
moyen de titrages biologiques sur le cobaye, en utilisant comme
matériel de référence la préparation ainsi étalonnée. ,

L’application de ces normes exige par conséquent que des
quantités suffisantes d’étalons internationaux soient disponibles afin
d’étre distribuées pour I’étalonnage de différents types de matériels
de référence. 1l faudra aussi que chaque établissement producteur
constitue une préparation.de référence pour chacun des produits
tuberculiniques qu’il fabrique.

Afin de garantir 'uniformité de la productlon il est recommande
que les lots successifs de chaque produit et les méthodes de
fabrication employées soient contrélés par des titrages effectués avec
du matériel de-référence selon la description ci-dessus.-En outre, il
conviendrait d’encourager les fabncants a produlre les tubercuhnes
en lots 1rnportants

! Un lot trés important, le RT 23, a été acquis par 'OMS en 1960 et, depuis lors,
il a été largement utilisé, surtout dans les enquétes; des fractions de ce lot, sous forme
de poudre ou de solution-mére, sont distribuées grameusement aux laboratoires
nationaux de contrdle.
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Un autre probléme d’une grande difficult¢ dans le controle et
l'utilisation des tuberculines est celui que pose I’adsorption a
Pinterface, phénoméne qui survient avec une ampleur significative
dans certaines conditions. Il n’existe aucune méthode généralement
admise pour résoudre ce probléme, mais 'effet d’adsorption peut
étre considérablement diminué par ’addition de stabilisants tels que
le Tween 80. Les présentes normes ont donc été congues de fagon a
garantir que les comparaisons entre chaque type de mateériel de
référence d’un fabricant et I’étalon international correspondant
seront faites dans des conditions bien déterminées, reproductibles et
en rapport avec la destination de la préparation. Ainsi, seule la
portion du produit actif qui intervient dans ces condltlons
particuliéres possédera ’activité spécifiée.

Chacune des sections suivantes constitue une recommandation.
Les parties de chaque section qui sont imprimées en caracteres
normaux ont été rédigées sous forme de normes, de manicre que les
administrations sanitaires puissent, si elles le désirent, les inclure
telles quelles dans des normes nationales définitives. Les parties de
chaque section qui sont imprimées en petits caractéres représentent
des remarques ou des conseils.

11 est recommandé aux pays qui désireraient adopter ces normes
pour base de leur réglementation nationale concernant la tuberculine
d’insérer une clause autorisant certaines modifications des normes
de fabrication, sous réserve que la preuve soit apportée a 'autorité
nationale que les normes ainsi modifiées garantissent a la tuberculine
un degré d’innocuité et d’activité au moins égal a celui qui est
assuré par les normes formulées ci-apres. Il est souhaitable que
l’Organisation mondiale de la Santé soit alors informée de la
décision prise.

Dans le fexte des présentes normes, les expressions «autorité
nationale de controle» et «laboratoire national de contrdle» se
rapportent toujours au pays dans lequel est fabriquée la tuberculine.
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PARTIE A. NORMES RELATIVES A LA
FABRICATION

1. DEFINITIONS

1.1 Nom international et nom commun

Le nom international de la tuberculine est «Tuberculinum
pristinumy, suivi de Tindication «mammalianum» ou «avianumy
(suivant le cas), ou «Derivatum proteinosum purificatum tuberculiniy,
suivi de I'indication «mammaliani» ou «aviani» (suivant le cas). Le
nom commun doit &tre ’équivalent du nom international dans la
langue du pays d’origine.

L’emploi du nom international devrait &tre réservé aux
tuberculines qui satisfont aux normes énoncées ci-apres.

1.2 Définition descriptive

«Tuberculinum pristinum» (tuberculine non purifiée)! et
«Derivatum proteinosum purificatum tuberculiniy (dérivé protéinique
purifi¢ (PPD) de tuberculine) sont des préparations obtenues a partir
de produits solubles chauffés de la culture et de la lyse du bacille
tuberculeux (Mycobacterium tuberculosis ou M. bovis dans le cas de
la tuberculine de mammifére, ou M. avium dans le cas de la
tuberculine aviaire) et capables de révéler une hypersensibilité
retardée chez un animal sensibilisé par des micro-organismes de la
méme espéce. '

La tuberculine non purifiée est le filtrat concentré de produits
solubles de la croissance et de la lyse du bacille tuberculeux obtenu
dans un milieu liquide.

La vieille tuberculine de Koch n’est plus d’un usage répandu car
un milieu synthétique est généralement utilisé au lieu du bouillon
glycérolé¢ original. La vieille tuberculine et la tuberculine brute
produite sur milieu synthétique sont des tuberculines non purifiées
par opposition au dérivé protéinique purifie (PPD) de la tuberculine.
Le PPD est préparé a partir des fractions hydrosolubles que I'on
obtient par extraction par la vapeur (pour tuer les bactéries) puis
filtration des cultures de bacille tuberculeux en milieu synthétique
liquide. La fraction active du filtrat, en majeure partie protéinique,

1 Appelée précédemment vieille tuberculine.
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est généralement isolée par précipitation, puis lavée et remise en
solution. La préparation est délivrée a I'état desséché ou a I’état
liquide.

Le terme générique de «tuberculine» ne doit étre employé que
pour désigner soit la tuberculine non purifiée soit le PPD.

Du fait qu’elles sont susceptibles d’étre utilisées chez ’homme, les
préparations contenant des constituants mycobacteriens obtenus
par d’autres procédés, qui ne comportent pas une stérilisation par
la vapeur, doivent faire 'objet de normes particulieres qui seront
formulées par les autorités nationales de controle.

1.3 Etalons internationaux et unités internationales

Un étalon international de tuberculine non purifiée, un étalon
international de dérivé protéinique purifié (PPD) de tuberculine
de mammifére et un étalon international de dérivé protéinique
purifié de tuberculine aviaire ont été établis. Ces préparations
sont conservées au Laboratoire international d’Etalons
biologiques, Institut sérologique d’Etat de Copenhague. Des
échantillons en sont fournis, sur demande, aux laboratoires
nationaux de contrdle et a d’autres laboratoires compétents.
Les étalons internationaux sont destinés principalement a
’étalonnage des étalons de tuberculine des fabricants.

1.4 Terminologie

Lot de semence. Quantité de bactéries traitées simultanément et
de composition uniforme. Un lot de semence sera conserve sous
forme desséchée. Dans chaque établissement producteur, un lot de
semence primaire est celui a partir duquel du matériel est prélevé
pour inoculer les milieux destinés a la préparation des lots de
semence secondaires ou des récoltes uniques.

Lot de semence secondaire. Lot de semence de travail qui n’est pas
séparé du lot de semence primaire par plus de quatre repiquages et
qui est destiné 4 inoculer les milieux servant a la préparation des
récoltes uniques.

Flacon de culture unique. Flacon contenant du milieu de culture
ensemencé avec une souche appropriée de bacille tuberculeux et
incubé a la température convenable pendant un temps approprié.
Les flacons de culture unique doivent étre préparés a partir de
cultures ayant subi aussi peu de repiquages que possible a partir du
lot de semence.

39



Mélange de. filtrats de- culture. Filtrat- clarifié - obtenu aprés
traitement par la vapeur a partir d’un certain nombre de flacons de
culture unique ensemenceés et traités simultanément. )

Concentré en vrac. Matériel homogéne sous forme de solution
concentrée ou de poudre desséchée, préparé a partir d'un ou
plusieurs mélanges de filtrats de culture.

Produit final en vrac. Préparation finie, homogéne, dérivée d’un
ou de plusieurs concentrés en vrac et se trouvant dans le récipient
a partir duquel se fait la répartition dans le récipient -définitif.

Lot de répartition. Ensemble de récipients définitifs scellés qui ont
été remplis au cours d’'une méme opération a partir d’un méme
produit final en vrac et qui ont été exposés au méme risque de
contamination pendant le remphssage la lyophilisation (le cas
échéant) et I'obturation.

2. NORMES GENERALES DE FABRICATION

Les dispositions générales de la partiec A de la Révision des
Normes N° 1 pour les Substances biologiques (Normes générales
relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires de
controle) (6) sont applicables aux établissements producteurs de
tuberculine. En outre:

Toutes les opérations jusqu'au stade de Iinactivation des
mycobactéries doivent s’effectuer dans des locaux entiérement
séparés au moyen d’un matériel uniquement réservé a cet usage.

Des precautlons devront aussi étre prises pour protéger le

personnel contre le risque de tuberculose et de réactions
générales a la tuberculine.

3. CONTROLE DE LA PRODUCTION -
3.1 Contrdle des matiéres premiéres

3.1.1 Souches de bacterzes

Les souches de M ycobacterzum tuberculosis, M. bovis ou M. avium
utilisées pour la préparation de la tuberculine devront étre identifiées

~ par des dossiers complets sur leur origine. Des épreuves seront

également pratiquées pour identifier I’espéce.
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Les souches sélectionnées seront capables de fournir un produit
répondant aux normes énoncées dans la partie A, section 5, ci-
dessous.

On pourra utiliser une ou plusieurs souches. Dans certains
pays, cependant, l'autorité nationale de contrdle prescrit
I’emploi exclusif d’une souche déterminée pour la production de
tuberculine.

3.1.2 Systéeme de lots de semence

La produc'uon de la tuberculine sera fondée sur le systéme des lots
de semence ainsi qu’il est 1nd1que a la partie A, section 1.4. Les lots
de semence seront préparés & partir de souches approuvees par
I’autorité nationale de controle dans des conditions conformes aux
dispositions de la partie A, sections 2 et 3.

1l est recommandé de conserver dans des conditions optimales
un important lot de semence primaire qui constituera un
matériel de base auquel le fabricant pourra toujours avoir
recours pour préparer de nouveaux lots de semence.

3.1.3 Milieu de culture pour la production

Le milieu de culture utilisé pour la production du vaccin ne doit
contenir aucune substance susceptible d’entrainer des reactions
toxiques ou allergiques chez 'homme ou I'animal. Le milieu choisi
doit permettre d’obtenir un prodult répondant aux normes figurant
dans la partie A, section 5, ci-dessous.

Plusieurs milieux de composition différente sont utilisés en
fonction de la catégorie de tuberculine a préparer et de la souche
de micro-organismes a cultiver. Dans le milieu synthétique
utilisé pour produire les tuberculines, la source d’azote est
généralement l'asparagine et les sources de carbone sont
généralement le glycérol et le dextrose. De faibles variations
dans la composition du milieu peuvent modifier les propriétés
du produit fini et dans certains pays Iautorité nationale de
contrdle stipule quun seul type de milieu, de composition
définie, soit utilisé pour la production courante de la
tuberculine.
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3.2 Précautions a prendre au cours de la fabrication

Les précautions générales figurant a la partie A, section 3 de la
Révision des Normes N° I pour les Substances biologiques ( Normes
générales relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires
de controle) (6) sont applicables a la fabrication de la tuberculine.

Seul le personnel participant a la production de la tuberculine sera
admis dans les locaux pendant I'incubation du matériel.

Les préparations de tuberculine provenant d’espéces différentes
de mycobactéries seront traitées séparément.

Si des flacons de cultures uniques ensemencés a des moments
différents mais avec la méme espéce de bacilles doivent se trouver
simultanément dans une étuve, les différents groupes de flacons
seront séparés et identifiés de fagon claire. .

Les flacons de culture seront inspectés de temps a autre pendant
et aprés I'incubation, et tous les flacons dont le contenu présentera
des signes de croissance anormale seront rejetés.

Apres incubation, les flacons devront étre stérilisés par la vapeur
pendant au moins 60 minutes, 4 une température égale ou supérieure
a 100°C, ou a l'autoclave pendant au moins 30 minutes a une
température égale ou supérieure a 120°C.

Il est souhaitable d’enregistrer les températures de fagon
continue pendant les opérations de stérilisation.

3.3 Contréle du mélange de filtrats de culture

Les bacilles seront éliminés du mélange de liquides de culture par
filtration et groupage du contenu des flacons de culture dans un ou
plusieurs récipients. Le traitement ultéricur des mélanges de filtrats
de culture sera effectué¢ de maniére a donner un seul concentré en
vrac, homogene et clarifi¢, exempt de tout bacille tuberculeux
résiduel.

3.4 Controle du concentré en vrac -

3.4.1 Procédés de concentration

Le concentré en vrac est préparé par traitement du mélange des
filirats en une ou plusieurs opérations. Quoi qu’il en soit, le
traitement doit donner un concentré en vrac unique et homogeéne.
Il doit comprendre une stérilisation du produit et toutes les
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opérations ultérieures doivent étre effectuées de maniére a maintenir
cette sterilité.

La stérilisation peut étre obtenue par les procédés courants
ci-aprés: filtration, précipitation et lavage avec des solvants
chimiques, concentration par la chaleur et addition d’agents
antimicrobiens en quantité convenable, selon le type de produit
et le procédé de fabrication. ,

1l est souhaitable que la stérilité du concentré en vrac soit
contrélée par une épreuve de stérilité effectuée comme il est
indiqué a la partie A, section 3.5.

3.4.2 Addition d’agents antimicrobiens et d’autres substances

Les agents de conservation antimicrobiens et autres substances
ajoutées au concentré en vrac devront avoir été soumis a des
épreuves approuvées par ’autorité nationale de contrdle pour établir
qu’ils ne nuisent ni a 'innocuité ni a I'efficacité du produit.

Lorsqu’un agent de conservation est utilisé, il faut veiller a ce
que sa concentration reste suffisante au moins jusqu’a la date
limite d’utilisation du produit. :

Il a été démontré que les dérivés mercuriels tels que le

“merthiolate, entrainent de fausses réactions positives dans les
épreuves de contrdle de I'activité de la tuberculine.

L’épreuve décrite a la partie A, section 3.4.3 sera pratiquée sur
des échantillons prélevés avant ’addition d’agents antimicrobiens ou
de toute autre substance pouvant géner I'exécution de ces épreuves.

3.4.3 Recherche de mycobactéries vivantes

Dans chaque concentré en vrac on vérifiera I'absence de
mycobactéries vivantes en utilisant des méthodes de culture
appropriées. Pour le concentré en vrac a I'état desséche, on effectuera
cette épreuve sur une solution contenant au moins 1 mg du produit
par ml.

On vérifiera dans chaque concentré en vrac (au besoin reconstitue
comme ci-dessus) I’absence de mycobactéries vivantes en injectant
Je produit par voie intrapéritonéale ou sous-cutanée a au moins deux
cobayes pesant 250 a 400 g, a raison de 5,0 ml par animal.

On peut utiliser pour I'épreuve le culot de centrifugation de
5,0 ml au moins de concentré en vrac, remis en suspension dans
un petit volume de soluté salin ou de surnageant. On peut
également obtenir la concentration des mycobactéries par
filtration sur membrane.
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Les animaux seront maintenus en observation pendant 42 jours
au minimum. Tous les cobayes qui mourront au-dela de 24 heures
apres le début de ’expérience ou qui présenteront des symptomes de
maladie feront I'objet d’un examen macroscopique et les tissus
suspects seront examinés au microscope et par culture pour
rechercher les signes de la présence des mycobactéries en question.
Les animaux encore en vie 4 la fin de la période d’observation seront
sacrifiés et examinés de la méme maniére.

Le concentré en vrac satisfait a 'épreuve si les cultures demeurent
négatives et si tous les cobayes restent en bonne santé jusqu’a la fin
dela perlode d’observation et qu’aucun d’eux ne manifeste de signes
de la présence de mycobactéries.

Si, avant la-fin de la période d’observation, I'un des animaux
meurt d’une maladie autre que la tuberculose on peut répéter
’épreuve.

3.4.4 Epreuve d;aciivité

Les titrages d’activité seront effectués sur des échantillons
prélevés au moment ou le concentré en vrac ne différe plus du
produit final en vrac que par la concentration en prodmt actif.

3.4.5 Epreuve de détermination de l'effet sensibilisant

Pour chaque type de préparation, un échantillon au moins de
concentré en vrac sefa éprouvé chez I’animal par une méthode
approuvée par ’autorité nationale de controle en vue de determmer
son effet sensibilisant. =

Il a été démontré que la méthode ci-aprés était satisfaisante:

Trois cobayes, n’ayant auparavant servi 4 aucune épreuve,
regoivent 4 trois reprises, a cing jours d’intervalle, une injection
intradermique d’une. dose appropriée du produit a expertiser
(par exemple I’équivalent nominal de 500 UI sous un volume de
0,1'ml). Quinze jours aprés la troisiéme injection, les animaux
recevront une dose. 1ntradermlque en méme temps qu’un groupe
témoin de cobayes du méme poids n’ayant regu aucune injection
intradermique antérieure. Les réactions observées dans les deux
groupes ne doivent pas présenter de différence significative.
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3.5 Controle du produit final en vrac
3.5.1 Steérilité

~On vérifiera sur des échantillons de chaque produit final en vrac
I’absence de contamination bactérienne et fongique, conformément
aux dispositions de la partie A, section S, des Normes N° 6 pour les
Substances biologiques ( Normes générales relatives a la stérilité des
substances biologiques) (7). Pour le produit final en vrac a Iétat
desséché, ces épreuves seront effectuées sur une solution contenant
au moins 1 mg du produit par ml de diluant.

3.5.2 Epreuves d’activité

L’activité du produit final en vrac peut étre déterminée par les
épreuves décrites a la partie A, section 5.3.2.

4. REPARTITION ET RECIPIENTS

Les dispositions concernant la répartition et les récipients figurant
a la partie A, section 4, de la Révision des Normes N° I pour les
Substances biologiques ( Normes générales relatives aux établissements
producteurs et aux laboratoires de contréle) (6) sont applicables.

5. CONTROLE DU PRODUIT FINI

Le produit fini sera éprouvé conformément aux dispositions des
sections ci-dessous. '

Le produit fini pourra &tre délivré soit sous forme concentrée
soit en solution de concentration telle qu’il puisse &tre utilisé
directement pour I'épreuve tuberculinique.

Si le produit est délivré sous forme concentrée, I'utilisateur
pourra soit préparer extemporanément, d’aprés les indications
d’une notice, une dilution appropriée du materiel, soit soumettre
le matériel 4 un nouveau traitement dans un laboratoire de
fabrication et préparer un nouveau produit final en vrac qui sera
réparti dans des récipients définitifs sous une forme convenant
pour I'épreuve tuberculinique.

Dans le cas d’une préparation dérivée d’un nouveau produit final
en vrac dans un laboratoire de fabrication autre que I'établissement
producteur initial, les normes énoncées a la partie A, sections 3.5 a
10 sont applicables.
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5.1 Epreuve d’identité

Une épreuve d’identité sera pratiquée sur au moins un échantillon
de chaque lot de répartition.

Injecté par voie intradermique, ce matériel doit provoquer des

réactions typiques chez les cobayes sensibilisés, mais non chez

les cobayes neufs. L’épreuve d’activité décrite a la partie A,

section 5.3 des présentes normes, pourra tenir lieu d’épreuve

d’identité si elle est effectuée sur le produit contenu dans les
récipients définitifs.

5.2 Epreuves de steérilité

La stérilitt de chaque lot de répartition sera vérifiée
conformément aux dispositions de la partie A, section 5 des Normes
N° 6 pour les Substances biologiques ( Normes générales relatives a la
stérilité des substances biologiques) (7).

5.3 Contréle de Pactivité

Les déterminations de Dactivité seront faites par référence a
I’étalon international approprié. Chaque établissement producteur
utilisera un matériel de référance étalonné par comparaison avec
I’étalon international, comme il est indiqué a la partie A, section
5.3.1.

Le produit fini sera éprouvé sur des cobayes, comme indiqué a la
partie A, section 5.3.2, par rapport a la préparation de référence afin
de s’assurer que I'activité est située dans des limites acceptables par
Pautorité nationale de contrdle.

Lorsque I'activité du produit fini est telle qu’une dilution ne
peut pas étre effectuée en vue du controle de Dactivité, une
estimation par rapport a la courbe standard peut étre faite 4 une
unique concentration, c’est-a-dire en utilisant directement le
produit fini.

Afin’ de vérifier si les observations sur les cobayes sont
valables, il est souhaitable d’effectuer périodiquement des
comparaisons entre le produit fini et la préparation de référence
appropriée au moyen d’épreuves pratiquées sur ’espéce animale
a laquelle la préparation est destinée.

5.3.1 Etalonnage de la préparation de référence

Pour chaque type de préparation, une quantité homogéne
représentative sera conservée pour servir de matériel de référence.
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Le matériel de référence devra répondre a toutes les normes
stipulées pour la tuberculine.

De plus, avant de procéder aux épreuves d’étalonnage, on réunira
des renseignements adéquats concernant le produit a étalonner pour
faire en sorte que des doses correctes soient utilisées. Des €preuves
d’étalonnage ne seront effectuées sur 'homme qu’avec ’approbation
de Pautorité nationale compétente.

On étalonnera la préparation de référence au moyen de plusieurs
épreuves par comparaison avec I'étalon international approprie,!
les épreuves étant effectuées sur 'espéce a laquelle la tuberculine est
destinée.?

Les épreuves d’étalonnage ont pour but de déterminer la
quantité de la préparation de référence envisagée qui produit le
méme effet qu'une quantité donnée de I’étalon international
approprié dans des conditions de comparaison déterminées. Ces
conditions, qui seront précisées, dépendront de I'usage auquel
la préparation est destinée et des doses d’utilisation.

Dans le cas ou un lot de tuberculine a été étalonné par
comparaison avec I’étalon international ('un et I'autre dilués
par exemple dans du soluté salin tamponné au phosphate), les
réactions qu’il produit peuvent &tre trés différentes si un agent
tensio-actif, tel que le Tween 80, est employé pour empécher
I’adsorption au récipient. Ces réactions peuvent étre non
seulement plus grandes, mais encore différer qualitativement.
L’étalonnage chez I’homme doit donc comporter de telles
solutions stabilisées. Il conviendrait de distribuer des solutions
prétes a I'usage, dont la concentration se serait vérifiée propre
a étre employée chez I’homme.

Les méthodes appliquées pour I’étalonnage et I'analyse des
résultats devront étre approuvées par l'autorité nationale de
contréle (voir partie B, section 1).

Dans ces épreuves, I’étalon international sera dilué dans du solute
salin tamponné au phosphate a 0,033 mol/litre, de pH 7,0, et le
matériel de référence sera dilué dans le méme diluant que celui qui
sera utilisé pour le produit fini en vue des épreuves tuberculiniques
chez ’homme ou I’animal (selon le cas); des précautions appropriées

1 Dans certains cas, on pourra aussi étalonner le matériel de référence par
comparaison avec un étalon national ou avec un matériel qui aura été reconnu
similajre & I’étalon international et propre 4 cet usage 4 la suite de toutes les épreuves
convenables, y compris diverses méthodes de titrage dont une au moins aura porté
sur 'espéce animale & laquelle la préparation est destinée.

2 Des renseignements sur les techniques convenant aux épreuves d’étalonnage
chez ’'homme peuvent étre obtenus sur demande adressée a: Produits biologiques,
Organisation mondiale de la Santé, Avenue Appia, 1211 Genéve 27, Suisse.
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doivent étre prises pour éviter I’adsorption a Iinterface dans le cas
de I'étalon international comme dans celui de I’étalon du fabricant.

Il pourra &tre nécessaire de réétalonner ou de remplacer
périodiquement la preparatlon de reference en fonction de sa
stab1hte ]

L’activité du matenel de référence sera-exprimée en équivalents
des unités internationales correspondantes pour chacun des
ensembles de conditions dans lesquelles les comparaisons auront été
faites et pour chacune des concentrations employées.

5.3.2 Epreuve d’activité sur le cobaye

Le produit fini sera titré par comparalson avec le matériel de
référence du fabricant, préalablement étalonné selon le procédé
indiqué dans la section 5.3.1 sur des cobayes convenablement
sensibilisés et il devra posséder une activité comprise dans les limites
stipulées par I'autorité nationale de controle pour chaque type de
préparation.

Pour chaque échantillon de matériel a eprouver on proceédera a
une analyse statistique reposant sur les diamétres des réactions et les
logarithmes des doses afin d’estimer I’activité relative et les limites
de confiance correspondantes. Il faudra tenir compte de tous les
résultats obtenus.

Ainsi quil a ét¢ indiqué ci-dessus (voir Considérations
générales), les résultats des titrages d’activité peuvent é&tre
modifiés par différents facteurs.

La méthode utilisée devra faire intervenir au moins six points
d’injection. Pour chaque titrage, on prendra au moins 6 cobayes
blancs ou albinos ne pesant pas moins de 400 g. Les animaux
devront &tre maintenus dans les mémes conditions d’alimenta-
tion et de m111eu pendant toute la durée de I’épreuve.

Différentes méthodes de sensibilisation des cobayes sont
utilisables; . toutefois, lorsqu’on a choisi une méthode de
sensibilisation, il convient de s’y tenir strictement, car cela accroit la
comparabilit¢ des résultats entre les- titrages. Les méthodes de
sensibilisation possibles sont notamment:

a) linjection intramusculaire de 2mg au maximum d’une
suspension dans la paraffine liquide stérile de bacilles tuberculeux
tués par la chaleur et desséchés, appartenant a la ou aux souches
ayant servi a préparer I’étalon international correspondant;
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b) quatre injections intradermiques simultanées de 0,1 mi chacune
d’une suspension contenant 0,1 mg de bacilles tuberculeux tués par
la chaleur et desséchés pour 1 ml de paraffine liquide;

¢) Pinjection intrapéritonéale ou intramusculaire d’une sus-
pension aqueuse contenant 0,0001 mg (poids a I’état humide) de
bacilles tuberculeux virulents vivants;

d) T'injection sous-cutanée de 0,1 ml d’une suspension aqueuse
contenant 0,5 mg (poids a 1’état humide) de vaccin BCG par ml.

On pratique parfois la sensibilisation a la tuberculine par
quatre injections intradermiques simuitanées de 0,1 ml chacune
d’une suspension aqueuse contenant 0,5mg de vaccin BCG
par ml.

Des épreuves préliminaires pourront étre effectuées avec le
matériel de référence en vue de choisir les animaux les mieux
sensibilisés. L’épreuve devra alors étre pratiquée 1 mois au moins et
généralement 6 mois au plus aprés la sensibilisation et au moins
4 semaines aprés une épreuve préliminaire.

Pour la préparation de référence et le matériel a éprouver, on fera
au moins 6 dilutions de raison appropriée. Toutes les dilutions se
feront comme pour P’étalonnage de la préparation de référence.

Les dilutions seront choisies de telle sorte que les lésions
provoquées par leur injection n’aient pas moins de 8 mm et pas plus
de 25mm de diamétre au moment choisi pour la lecture de la
réaction (aprés un délai de 24 heures en général), et que les réac-
tions totales provoquées par les deux préparations soient
approximativement égales.

On utilisera pour chaque dilution une seringue différente,
d’un modéle approprié! permettant de délivrer la quantité a
injecter avec toute 'exactitude voulue. Chaque seringue sera
rincée deux fois avec la dilution correspondante et le matériel
sera administré sous un volume constant, fixé a I’avance entre
0,1 et 0,2 ml, par injection intradermique a chaque cobaye en un
des points utilisés a tour de rdle dans I"ordre d’un carré latin
choisi au hasard (3 points de chaque c6té dans le cas de la
méthode utilisant 6 points). Aprés un délai approprié, on
mesurera les diamétres des réactions selon une technique
convenable.

Le matériel satisfait 4 I'épreuve si I'activité ainsi determinée est
comprise entre 80 et 125% de l'activit¢ déclarée, les limites de
confiance (P = 0,95) étant de 64 a 156%.

1 Seringue «a tuberculine».
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Si le matériel ne satisfait pas a la norme, il sera rejeté; on pourra
aussi répéter I’épreuve une ou plusieurs fois selon la méme méthode
sur un autre groupe d’animaux sensibilisés, estimation de I’activité
et la détermination des limites de confiance se faisant alors sur la
base de résultats de toutes les épreuves. Le matériel est d’activité
acceptable si les résultats combmes sont conformes aux valeurs
stipulées ci-dessus. -

5.4 Epreuve d’innocuité

Sur des échantillons de chaque lot de répartition, on vérifiera
I'absence de toxicité anormale au moyen d’épreuves appropriées
par injection au cobaye et a la souris. Ces épreuves auront été
approuvées par I'autorité nationale de contrdle.

5.5 Teneur en phénol ou autres agents de conservation

Si le phénol a été employé au cours de la fabrication, la teneur
en phénol du matériel sera déterminée sur au moins un echantﬂlon
du chaque produit final en vrac, selon une méthode approuvée par
Pautorité nationale de contrdle. Cette teneur ne devra pas dépasser
5,5 g/litre.

Si d’autres agents de conservation sont utilisés, I'autorité
nationale de contrdle devra fixer la concentration admissible.

5.6 Inspection de récipients définitifs

Dans chaque lot de répartition, chaque récipient sera soumis a
une inspection visuelle et tout récipient présentant des anomalies
sera rejete

5.7 pH ' 4
Le pH du 'prroduit‘doit étre compris entre 6,5 et 7,5.

6. DOSSIERS

Les dispositions de la part1e A, section 6, de la Révision des
Normes N°1 pour les Substances biologiques (Normes générales
relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires de
contréle) (6) sont applicables.
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7. ECHANTILLONS

- Les dispositions de la partie A, section 7, de la Révision des
Normes N° 1 pour les Substances biologiques (Normes générales
relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires de
contréle) (6) sont applicables.

8. ETIQUETAGE

Les dispositions de la partie A, section 8, de la Révision des
Normes N°1-pour les Substances biologiques (Normes générales
relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires de
contréle) (6) sont applicables. De plus:

Si le récipient définitif ne peut &tre étiqueté, il devra étre place
dans un emballage portant une étiquette.

L’étiquette de I’emballage mentionnera en outre:

— T’espéce du bacille qui a servi a la préparation de la tuberculine;

— la dose recommandée et son équivalence en unités internationales
(déterminée par étalonnage) pour l'espéce animale et le type
d’épreuve auxquels est destiné le produit;

— que le produit est «a utiliser uniquement selon le mode d’emp101
indiqué».

La notice! placée a 'intérieur de ’emballage devra indiquer le
mode d’emploi du produit et le délai maximal de conservation du
contenu d’un récipient une fois que ce dernier a été ouvert.

9. DISTRIBUTION ET EXPEDITION

Les dispositions de la partie A, section 9, de la Révision des
Normes N°1 pour les Substances biologiques { Normes générales
relatives aux établissements producteurs et aux laboratoires de
contréle) (6) sont applicables.

18l est possible de réaliser un titrage biologique valable avec I’étalon
international correspondant Pautorité nationale de controle peut permettre
I'insertion d’une mention a cet effet. .
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