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: Réflexions sur la lyophilisatiion
des produits biologiques sous conditions tropicales

: par Gigert (Y.)

Note transmise par M. MORNE

La stabilisation des produits biologiquefe t  singuliere-
ment des vaccins par la technique de lyoph:ilisation se réveéle
particulierement heureuse sous conditions tr¢picales ou I'ap-
plication de la cryo-dessiccation aux produiitsbiologiques uti-
lisés cn médecine vétérinaire permet une adtion prophylac-
tigue accrue contre les épizooties.

Le mode d'éevage, nomade le plus soyvent, impose le
recours 4 des méthodes vaccinales ne co:mportant qu’une
seule intervention et conférant une immun:ité de longue du-
rée. Les vaccins « vivants », (virus modifi¢’§ en particulier)
répondent parfaitement a ces exigences. Mais | a tempéra-
ture moyenne élevée, les insuffisances de la. khaine du froid,
les distances et la précarité de l'équipement routier en res-
treignent I'emploi. Des expédients comme linoculation sur
place danimaux producteurs de virus modffiés, transportés
d'un centre de vaccination &4 |'autre, avec pagsage en série du
virus, ne peuvent ére que provisoires. Il esitfinutile @’insister
sur les inconvénients dune telle méhode ¢t les avantages
B guoffre la possibilité de préparer en labor-atoire des stocks
L de vaccins controlés, titrés, d'une stahilitid suffisante pout
’ ateindre les points les plus reculés du ter ¥itoire, présentés

¥ sous un faible volume et un poids négligealle.

En zone intertropicale, les avantages ¢ | a lyophilisa-

tion ont été rapidement reconnus mais les yépercussions de

- Pambiance ne pouvaient manquer dimprither au procédd
quelques particularités.

En effet, la zone intertropicde est esser:
térisée par une température moyenne éley
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dépassent souvent 40°C) a laquelle peut s’associer sous cer-
taines latitludes et sclon la saison, une forte humidité atmo-
sphérique.

A ces facteurs climatiques défavorables s’ajoutent les
effets du sous-équipement que connaissent de nombreux ter-
ritoires a régime similaire.

Il parait intéressant de résumer les observations recueil-
lies au cours tic quelques années de pratique, ¢f de faire con-
naitre les difficultés rencontrées, les solutions retenues et les
résultats enregistrés,

A) DiFrFICULTES RENCONTREES

Lyophiliser un produit, c’est, apres "avoir congeld, en
exlraire I'eau par sublimation sous vide, I importe done de
disposer d’'une source de froid, des moyens de produire cf
entretenir e vide, et d’appliquer convenablement ces pro-
cédés a la rédlisation des opérations successives de congéla-
tion ¢t dessiccation afin de respecter au maximum les qua-
lités cssentielles du produit. Nous envisagerons done tour #
tour les difficultés rencontrées sous conditions tropicales dans
la production du froid et du vide, puis au cours de l'opé-
ation elle-méme,

Appliquée aux travaux de recherches, la lyvophilisation
connait les mémes indications c¢n régions tropicales quen
zones tempérées. I est facile de ercer & peu de [rais autour
d’'un appareil de faible capacité un microclimat favorable.
Par contre assurcr régulicrement une production i U'éelelle
semi-industrielle suscite des problémes difficiles a résoudre.

1° Le froid.

Celui-ci peut {&tre produit économiquement par les seu-
les machines frigorifiques. La glace carbonique n’est pas,
sauf exception, fabriquée sur place, ct sa préparaticn & par-
tir du gaz carbonique liquide revient & un prix prohibitif.
Les gaz liquéfiés ((air et azote liquides) sont encore d'un
cmploi restreint ct colitcux. Sous conditions {ropicales, les
machines frigorifiques 4 compresscur fonctionnent avee un
mauvais rendement cn raison de la température des fluides
de refroidissement ; ar ou eau. Celle-ci en particulier atteint
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couramment 30 & 35°C et I’on observe sur le gircuit de refou-
lement du fluide frigorigne des pressions considérables. La
production en frigories subit une baisse sensiple.

Les apports de chaleur par rayonncment ct conduction
sont accrus par I'dévation de la températufe ambiante, et
les performances des appareils sont nettement inférieures a
celles enregistrées en climats tempérés.

11 résulte de ce fait une fatigue générale de I'apparcil-
lage (compresseur surtout) se manifestant ppr de fréquents
incidents que compliquent les difficultés de pe procurer des
piéces de rechange et la rareté des spécialist¢s qualifiés dans
la technique des basses températures.

Il semble gussi que dans un but commpercial certains
constructeurs désireux de concilier des exigenccs apparem-
ment  contradictoires, obtention de performjances spectacu-
laires et prix de vente aussi bas que possiblg, aient é¢té ame-
nés & « pousser » leurs appareils au détrimpnt de la robus-
tesse et de [I'endurance.

2° L e vpide.

Le probléme de la rédisation et de ledtretien du vide
est double. Il coniporte en effet I’éliminatign

a) des gaz permanents (air en par ticdlier) emplissant
I'enceinte ol Seffectue la lyophilisation, ou jpouvant y péné-
trer par des défauts d éanchéité

b) de la vapeur d’eau produite par la
la glace et dont I'évacuation ne peut éfre
pompes.

En ce qui concerne les gaz permanents,

stblimation de
assurée par les

[a production du

vide ne pose pas sous conditions tropicalg
particuliers. Les pompes rotatives ou a di
nent parfaitement.

Il faut noter cependant que la fourn.it
électrique est sujette a des interruptions r
guentes. L’arrét de la pompe a vide est suiiv
de Thuile dans le circuit d’aspiration qui
démarrage lors de rétablissement du courg
nécessaire de faire assurer une surveillan
appareils par un fechnicien qualifié, dont lg
place est malaisé,

Le piégeage de la vapeur d’eaun est noi

s de problémes
ffusion fonction-

ure du courant
elativement  fré-
I d’une remontée
fait obstacle au
nf, |l est donc
be constante des
recrutement sur

malement assure




484 BULLETIN DE L’ACADEMIE

par une paroi froide, jouant le réle de pompe 4 grand ébit,
car les desséchants chimiques sont 3 peu pres abandonnés.

L'efficacité de ce piége dépend en grande partie de sa
température. Plus celeci est basse, plus le transfert de la
vapeur émise par le produit maintenu § une température
déterminée est rapide. Lorsgu'on desseche un produit pour
lequel la sublimation peut s'effectuer § température relati-
vement élevée (-15, —20°C) une vitesse de dessiccation
satisfaisante peut étre obtenue avec un piége 4 —40°(C. Mas
sil sagit de matériels 4 bas point eutectique (-25 a —30°C),
et certains produits & dessécher sous conditions tropicales
offrent cette particularité, il est nécessaire de disposer d’une
paroi froide & trés basse température (—60°C. par exemple),
pour maintenir une presson différentidle suffisantec et obte-
nir la dessiccation dans un temps raisonnable.

Compte tenu des conditions adverses de production du
froid, les appareils actuellement construits permettent d ob-
tenir ici une température au niveau du piége supérieure de
5 4 10°C 3 celle annoncée pour les régions tempérées. La
durée de la dessiccation en est sensiblement prolongée.

L’évaporateur § détente directe semble le moins affectc
par les conditions tropicdes. Des températures basses peu-
vent ére atteintes par I'emploi d'un seul étage de compres
sion, mais on ne dispose pas d'un volant de froid, commec
dans le cas du systeme § détente indirecte, ou IPévaporateur
du groupe frigorifique refroidit une masse de fluide (acool
par exemple). Il est alors nécessaire de recourir & des étages
multiples dc compression pour obtenir de basses températu-
res. Le fluide refroidi peut auss étre utilise pour la congé
lation rapide des produits, et la limitation du réchauffement
du matériel en fin de dessiccation. Ce dernier résultat n'est
acquis qu'au prix du réchauffement du fluide et par consé
guent du piege. |l serait préférable d’alimenter en fluide
froid le condenseur et la cuve & dessiccation par des grou-
pes frigorifiques différents, mais cette solution accroit consi-
dérablement le prix de revient des apparells.

Le fonctionnement des instruments de contrdle (vide ct
température) ne semble pas perturbé par les conditions tro-
piedes. Il est seulement a signaler que, sur certains appa
reils, ils sont fixés § méme le chéssis, et subissent 1'effet des
vibrations. Leur réparation ct leur réglage posent alors de
sérieux problémes.
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3o Déroulement des opérations de lyophilisatign.

a) Congélation.
La plupart des appareils étant destinés

4 la lyophili-

sa tjon du plasma, leurs installations de congglation rapide
sont prévues pour les flacons de grand voluiye. Par contre
la congélation rapide de produits répartis enj ampoules ne
peut gtre réalisée. En pays tempérés, on recourt a la congé-
lation en coquille dans un bain dalcool refroidi par la glace
carbonique. En I'absence de cette derniére, led appareils les
plus sdatisfaisants permettent la congélation enf culot sur des
étagéres ou dans un bain dacool refroidi. Les mémes diff i-

cultés se rencontrent lors de I'emploi de petil
« Pénicilline », La congélation rapide n’est

s flacons type
pas indispen-

sable 4 la conservation des bactéries (certaines d’ailleurs

sont sensibles au choc thermique) dont on p

eut compenser

la perte par un enrichissement de la susperision initiale ;
elle offre par contre un grand intérét dans 1l conservation
des virus, facilement inmactivés par les concenfrations salines

eutectiques.

Une congélation rapide offre auss Pavantige de donner

au produit une porosité plus grande par la

multiplication

eilleures con-

des cristaux de glace et leur fable dimensioi:. La réhydra-

tation du produit s'effectue alors dans de 1
ditions.

b) Dessiccation.

Dans les regions tropicdles, la lyophilisa
4 peu prés exclusvement au plasma et aux
ries ou virus). Le plasma, produit relativer
supportant & |’état sec des températures ass
pose pas de problemes particuliers, e la plu
reils utilisés sont étudiés pour son t{raitemi
vaccins au contraire, certains virus se yéveél
I'action de la chaleur, méme a I'état sec, et sc
inactivés a4 la température ambiante (souvent
+30° et +40°C).

Le virus-vaccin bovipestique lapinisé en
ple, et sa conservation par lyophilisation a
guelques recherches. A la fin de la dessiccati
sublimation se rdentit, le produit se réchaufl
Parrét du chauffage, et se maintient § la tel

ion sapplique
vaccins (bacté-
hent stable, et
ez élevées, ne
part des appa-
nt. Parmi les
nt sensibles a
int rapidement
comprise entre

est un exem-
fait 'objet de
pn primaire la
‘e méme apreés
mpérature am-
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biante durant toute la durée de la phase terminale amenant
le produit 4 une teneur en humidité résiduelle inférieure a
1 %.pans une ambiance de + 30°C. environ, une baisse de
titre supérieure & 1 log. est enregistrée, soit 90 % des unités
virulentes. Pour réduire cette perte, on niainticnt Je¢ vaccin
& +4°C, et une diminution des unités virulentes de 2 %
seulement est obhservée.

Il est donc essentiel de pouvoir, selon besoin, soit
apporter au produit les calories nécessaires a la sublimation,
soit maintenir sa température 4 unc valeur déterminée au-
dessous de Pambiance. Dans certains appareils cc dernier
résultat est obtenu soit par une circulation de fluide réfri-
géré dans les étagéres de la chambre & dessiccation, soit par
la dituation du condenseur autour des plateaux, 4 |'intérieur
de la cuve 4 dessiccation. Dans cc cas, la température du
produit est fonction du seul chauffage.

Le maintien du produit & température relativement bas-
se allonge considérablement |c temps nécessaire & I'obten-
tion dun taux dhumidité résiduelle éga ou mieux inférieur
al %.

A la fin de la premiére phase tic dessiceation pendant
laguelle le produit est maintenu congelé par le froid résul-
tant de la sublimation de la glace, il rege environ 5 % d’hu-
midité. Le produit est alors réchauffé au-dessus du point
de congélation et ce ttc eau extraite par simple distillaion
sous vide. Son élimination cst difficile car il s agit d'eau
adsorhée. Si lc produit supporte un chauffage a -+40°C,
comme Ic plasma, la derniére phase de la dessiccation dure
environ 1/5¢ de la durée totade du processus. Par contre, pour
un matériel main tenu au-dessous de -+ 10°C, un taux d humi-
dité convenable y'est atteint qu'apres une période pouvant
dépasser en durée la dessiccation primaire.

Ains la lyophilisation du virusvaccin  bovipestique lapi-
misé réparti a la dose de 1 ¢m’ en ampoules dc I-f mm de dia-
métre, sur une épaisseur de § mm environ, demande 36 heu-
res au total. Durant la premiérc patie de la dessiccation, le
vaccin est maintenu i unc température de —-35°C. environ
sous un vide de 0,1 mm de mercure environ. Cette phasc
dure environ 15 heures, puis la pression sabaisse a4 0,05 mm
de mercure et sC maintient 4 cette vaeur pendant & peu prés
15 heures. Enfin la pression atteint (,(03 mm de mercure
et la dessiceation est considérée comme terminée. L a  tem-
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pérature du condenseur est de —60°C. pendant les 20 der-

niéres heures.

Les dosages d'humidité résiduelle font aj
teneur de 0,8 4 0,9 pour 100.

Lors de la sortie du produit, s la différern
rature entre celui-ci et I'ambiance est senshle ,
sation importante sc produit. Une précaution
est donc de réchauffer le contenu de la cuve avis
turc, ou mieux, dopérer en atmosphere condi

c) Probléemes connexes.

Le plus important est celui
servant d’excipient aqux wvirus. L' étude, effectt

jparaitre unc

fce de tempé-
une conden-
ndispensable
nt son ouver-
ionnée,

posé par le chgix du milien

ée a Dakar,

concerne, comme pour la température de ddssiccation, le

virusvaccin - bovipestique  lapinisé.
Celui-ci est condtitué par un broyat de ra
glions mésentérignes de lapins infectés, dans

e et de gan-
lu sang défi-

hrine. Une premiere formule comportait un mdlange d’orga-
nes, de sang e de solution isotonique de chloruire de sodium.

I.’inflence nocive de ce sd fut vite reconnue, et 1
utilisé reste le sang défibriné. Dans ces condi t
A la lyophilisation peut étre ramenée a 20 %

b seul diluant
ons, la perte
environ. En

vue déviter la saignée cardiague des lapins, lopgue et fasti-

dieuse, I'emploi de diluants différents du sang;
Les essais, restreints, ont porté d'une part suir

fut envisagé.
une solution

isotonique tamponnée additionnée de lactose ¢t peptone ct
d’autre part sur I'extrait embryonnaire prédonisé par J.

NAKAMURA. On le prépare en mélangeant a

arties égales

des embryons de poulet de 17 a4 18 jours & U de solution de

glucose 4 1 %. Le tout est broyé et centrifugé.
constitue  I'extrait  embryonnaire.

e surnageant

Les titrages pratiqués avant et aprés la {yophilisation

font apparaitre une différence d'un log. envirg
donc & la perte de 90 % du virus. Dans ces c(,

. On aboutit
hditions 'em-

ploi du sang demeure le plus avantageux, malg iré la présence
des globules qui constituent un élément rale gtisseur de la

dessiccation.

Par contre, d'autres virus, comme celui de 1l peste équine

ou de la maladie de Newcastle, ne subissent:
infime apres lyophilisation dans la solution ¢
lactose et phosphate, et résistent auss a des
plus élevées.

qu'une perte
hmponnée de
températires
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Le conditionnement du produit s’acheve par la [ermeture
des récipients sous vide ou atmosphére inerte.

Les vaccins fragiles sont jusqu'ici, en reégle générale,
conservés sous un vide plus ou moins poussé. Queiques essais
de conservation sous azote n'ont abouti qu’a des mécomptes,
la vitalité du produit éant abolie aprés une courte période.

Ces ¢chees semblent imputables a la mauvaise qualité
de Tazote employé, renfermant une proportion notable d’im-
puretés.

L’emploi récenl d'azote rectifie, importé d’Europe, promet
unc conservation ¢quivalenie & cdle observée sous vide. Les
manipulations d’¢tirement et scellage des ampoules sous vide
seraient en € ¢ cas considérablement réduites. De nouveaux
essais aprés unc période plus longue de conservation sont
nécessaires pour donner une conclusion définitive.

B) AMELIORATIONS POSSIBLES

Les solutions aux difficultés rencontrées dans la lyophi-
fisa tion sous conditions tropicales consistent

— soit § adapter les appareils aux conditions tropicales,

soit & recréer autour des apparcils 'ambiance pow
laquelle ils ont été congus.

Dans le premier cas, il faul envisager la construction
d appareils adaptés aux conditions rencontrées dans lu zone
intertropicale : la puissance [rigorifique sera augmentée, I'iso-
lation sera particulierement ¢étudice, Un dispositif permet-
tant le refroidissement du fluide (air ou cau) alimentant lc
condenseur en améliorera le rendement, Pendant toute la
durée de I'opération, la tempéra turc du produit devra étre
exactement controlée, et le systéme de refroidissement sera
de préférence indépendant au picge & vapeur d'eau. Enfin ia
congélation rapide du produit devra étre possible.

En pratique, la demande des régions intertropicales cn
appareils a lyophiliser demeure limitée. L'étude et la cons-
truction de modéles spéciaux ne présenteraient aucun carac-
tére de rentabilité.

La deuxi¢me solution apparait pour |'instant la seule
réalisable, malgré les dépenses relativement élevées qu'elle
entraine. Elle consiste i placer I'appareil dans une chambre

£y
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maintenue j la température maxima que peut §
produit en fin dopération sans dénaturation. Ain
les appareils fonctionnent dans une chambre a
les effets des conditions tropicaes sont &4 pcu pr
seul subsiste le probleme de la congéation.

En effet, les apports excessifs de chaleur du
pérature ambiante sont supprimés. Le refroidis
condenseurs s effectue dans d'excellentes conditig

489

upporter le
si, 4 Dakar,
6, +8°C, et
ts annulés ;

s a la tem-
sement des
ns, soit par

de 'ar 4 +8°C soit par de I'eau rafraichie par: yn dispositif

simple (serpentin § ailettes -- type radiateur day
placé sous |'évaporateur de la champre froide). B
nution puis l'arrét du chauffage a la fin de la pre
de dessiccation on limite le réchauffement du
maximum compatible avec sa conservation, qui ¢
rature de I'ambiance. En fin d opération, |’appar'e
d'azote rectifié et le produit se trouve 4 la méme
que la chambre, ce qui évite toute condensation.
les gu flacons sont bouchées sommairement au
puis scelés définitivement sous vide modéré.
Les dépenses déquipement sont élevées : isd
chambre, équipement frigorifique puissant en
fonctionnement des appareils & TPintérieur, mais
de fonctionnement sont restreintes et largement
par les avantages d'un travail en milieu favorabl
reils ne semblent nullement affectés par le séj
température,

tomobile —
Par la dimi-
niére phase
produit au
kt la tempé-
1 est rempli
empérature
Les ampou-
caoutchouc,

lation de la
raison du
es dépenses
compensées
e, Les appa-
our a cctte

la scule précaution consiste a chauffer les pom-

pes 4 vide i paettes avant la mise en route a 'dide de lam-
pes & rayons infrarouges, afin déviter les grippages dus a
la trop forte viscosité de I'huile 4 basse tempgrature. Un
apparcil 4 lyophiliser fonctionne depuis sx anhs dans ces
conditions e a effectué sans incident notable plus de dix

mille heures de marche.

() LiMITES pE LA METHODE

La stabiiisation par lyophilisation des prod
ques n'est cependant pas absolue, et il est néc
reconnaitre les limites.

nits biologi-
pssaire d’en

En effet, s certains produits (ous envisage
litrement les vaccins bactériens ou les virus)
aprés dessiccation des températures reativel m¢

bns particu-
supportent
bnt élevées,
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d autres restent particulierement sensibles 4 la chaleur méme
en cet état. Les virusvaccins bovipestiques modifiés exigent
ainsi une conservation constante sous glace.

Sans nul doute, ils pourraient supporter une tempéra-
ture légérement supérieure, mais la présence dc la glace
constitue un critere facile du degré thermométrique. Cette
nécessité de conservation sous froid est le principa factewn
limitant actuellement |'emploi des virus-vaccins, car |'éta-
blissement d'une chaine du froid pose de sérieux problé-
mes en régions tropicales. Les zones d'élevage extensif sont
caractérisées par un faible peuplement humain, des voies
de communications précaires et des distances considérables
a parcourir d'un centre a l'autre. Le ravitaillement en glace
des équipes de vaccination demande une organisation rigou-
reuse, des moyens de transport adéquats et entraine des
dépenses élevées, compensées il est vrai par |’'abaissement
du prix de revient des vaccins et une durée de protection
accerue.

D) REsuLTATS

L'application de la techniqgue de Iyophilisstion a la con-
servation des produits biologiques (vaccins en particulier)
rend possble sous conditions tropicales [I'utilisation de nom-
breux agents dont la fragilité en interdit I’emploi a I'état
frais, en dehors du laboratoire.

Dans le domaine de la médecine Vétérinaire, comptc
tenu des conditions de travall ¢p régions tropicales, le but
poursuivi dans la prophylaxie médicale des affections con-
tagieuses est I'obtention d'une immunité dingalation rapide,
solide et durable, conférée par une seule. injection. Les vac-
cins dits ¢ vivants » (virus modifiés par passage sur un hote
inhabituel, souches bactériennes avirulentes) répondent par-
faitement a ces prescriptions, mais la conservation de lew
activité nécessite une stabilisation que seule la lyophilisa-
tion a pu apporter jusqu’ici.

Cette opération permet aussi dc centraliser la produc-
tion dans des centres bien équipés, de choisir I'époque fnvo-
rable a la condtitution de stocks qui, conservés a bhasse fem-
pérature, peuvent étre ensuite répartis selon les bhesoins dans
les zones les plus éIoignées

.

L)
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Enfin les vaccins « vivants » offrent l’avantﬂge d’un prix

de revient bieu inférieur a celui des vaccins «

surtout en ce qui concerne l'immunisation cont

dies a virus.
Tous les vaccins utilisés a I’état sec en régio

sont également lyophilisés en zone tropicale. Leg

dus sont les vaceins contre les maladies aviaire
cins contre la maladie de Newcastle et la vai
vaccin contre la brucellose bovine, BCG, etc....

Outre ces affections, sévissent des maladies
zones tropicales ou du moins plus répandues (
tempérées contre lesquelles sont préparés des
certains lyophilisés.

On peut citer ceux contre la bluc tongue,
cin Flury), la peste bovine, la fievre de la vallé
cntéro-toxémies, la lamsiekte, la peste équine,
monie contagieuse bovine.

inactivés »
re les mala-

1s tempérées
plus répan-
s (virus-vac-
iole aviaire)

propres aux
fu’en régions
vaccins dont

la rage (vac-
e du Rift, les
la péripneu-

egistrés dans

Les résultats les plus intéressants sont emy
la lutte contre la peste bovine, grace & 'em plf
vivants modifiés sur chévre ou sur lapin. Pluis
de doses de ces vaccins sont utilisées chaque
tains territoires ont pu, par leur seul emploi
maladie. !

(Laboratoire Cen 'rg
« Georges Cura. 50

g iy

o1 des virus
eurs millions
nuée, et cer-
éliminer la

I de U'Elevage
n s, Dakar.)




