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Note sur les conséquences pratiques 
de la lyophilisation des spores de Bacillus anthracis 

par P. C. LEFEVRE (*) 
(avec la collaboration technique de M. MOYALBAYE) 

RÉSUMÉ 

Des ensais de lyophilisation des spores de B~O/~US anthrmis (souche 
STERNE) ont montré que le pourcentage de spores revivifiables dépend 
des milieux de lyophilisation utilisés : le lait écrémé et le milieu de Weybridge 
sont d’excellents protecteurs contrairement au milieu à lanéopeptone. 

En outre, les spores lyophiliséer sont « fragilisées » et le pourcentage 
de spores apr&s reconstitution dépend du diluant : le sérum physiologique 
n’a aucune action nocwe à l’inverse de la solution molaire de sulfate de magné- 
sium qui d&uit 50 p. 100 des spores. 

INTRODUCTION 

Dans les pays où l’élevage nomade domine, 
les vaccins mixtes lyophilisés sont particulière- 
ment recherchés (6, 9, lO), en raison de leur 
meilleure conservation et de leur facilité d’utili- 
sation sur le terrain. 

Dans le but de mettre au point soit un vaccin 
monovalent lyophilisé (4), soit un vaccin mixte 
péripneumonie-charbon bactéridien, une série 
d’expériences a été menée pour préciser I’in- 
fluence de la lyophilisation sur les spores de 
Bacilles anthracis souche Sterne. 

En effet, plusieurs auteurs ont déjà souligné le 
caractère néfaste de celle-là sur celles-ci (1, 2, 10). 
Pour PROVOST et collab. 60 p. 100 des spores 
sont détruites lors de la lyophilisatmn. Toute- 
fois des antibiotiques ayant été incorporés dans 
le vaccin mixte (du fait du milieu de croissance 
de Mycoplavma mycoides) et bien que les 
diverses opérations aient été menées sous froid, 
il est impossible de dire avec précision quelle 

(*) 1. E. M. V. T., Laboratoire de Faucha, 8. P. 433, 
N’Djamena (Tchad). 

est la part de la lyophilisation dans cette perte 
de spores. 

De plus, toujours selon ces mêmes auteurs, 
les spores lyophilisées seraient sensibles à I’ac- 
tion du sulfate de magnésium. Cette observa- 
tion surtout est très importante car la solution 
molaire de Mg SO, est très largement utilisée 
dans les pays d’Afrique Centrale pour la recons- 
titution des vaccins lyophilisés en raison de son 
action thermo-protectrice pour Mycoplasma 
mycoidps et le virus bovip:stique (7, 12). 

De même, selon les auteurs roumains 
(ALBOIU et collab.) les spores sont « fragili- 
sées x et perdent une grande partie de leur pou- 
voir de résistance à la chaleur, la lumière et les 
antiseptiques mais ils ne précisent pas l’ordre de 
grandeur de la perte en spores revivifiables. En 
revanche, RAMYAR et BAHARSEFAT ne 
signalent pas ce problème dans la préparation 
de leur vaccin mixte lyophilisé charbon bacté- 
ridien-clavelée. 

Aussi, avant d’introduire la valence charbon 
bactéridien d’une importance capitale dans les 
pays du Sahel (13) dans un vaccin mixte lyophi- 
lisé, il nous était nécessaire de déterminer avec 
exactitude le pourcentage de spores revivi- 
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fiables après lyophilisation et ceci en faisant 
varier les milieux protecteurs et les diluant8 de 
reconstitution. Par ailleurs, l’adjonction de 
saponine dans le vaccin anti-charbon bactéri- 
dien étant nécessaire, une étude portant sur la 
préparation de ce vaccin saponiné lyophilisé a 
été entreprise séparément. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 

1. MATÉRIEL 

1) Toutes les expériences ont été conduites 
avec la couche STERNE 34 F2 du Laboratoire 
International des étalons biologiques, Wey- 
bridge (Angleterre). 

2) Quatre milieux de lyophilisation ont été 
employés : 

l lait écrémé ; 

l milieu de Weybridge (3) : hydrolysat de 
caséine = 25 g ; saccharose = 5 g ; glutamate 
de sodium = 5 g ; eau distillée = 1 1 ; 

. milieu de Wtktor (5) : phosphate mono- 
potass,ique = 2,1 g ; peptone = 20 g ; lactose 
= 20 g ; eau distillée = 1 1 ; 

. milieu à la néopeptone : néopeptone (DIFCO) 
= 110 g ; eau distillée = 1 1. 

Les trois premiers milieux ont été stérilisés 
par filtration sur EKS II aprés ajustement du 
pH à 7,2-7,4. Le lait écrémé a été stérilisé à 
120” pendant 30 mn. 

3) La lyophilisation a été menée sur un appa- 
reil Major (FROILABO-SOGEV). On a, dans 
un premier temps, réalisé une lyophilisation 
primaire de - 60 à ~ 25 OC en 24 h, puis une 
dessiccation secondaire de - 25 à + 20 “C 
pendant une vingtaine d’heures. Les flacons ont 
été bouchés sous atmosphère d’azote. 

4) On a utilisé comme diluant de reconstitu- 
tion soit du sérum physiologique, soit une solu- 
tion molaire de sulfate de magnésium. 

II. METHODE 

1) La technique de culture de Bncillus anthra- 
cis est la technique classique de production du 
vaccin anticharbonneux sporulé selon les normes 
internationales de l’0. M. S. (4). La récolte 
est effectuée avec un minimum d’eau distillée et 

la suspension obtenue est ensuite chauffée 1 h 
à 65 “C pour détruire les corps microbiens tout 
en conservant les spores. Après chauffage, la 
suspension est mise sur agitateur magnétique. 
Quand la répartition des spores est homogène, 
4 fractions aliquotes sont mélangées à parties 
égales avec les milieux de lyophilisation. Les 
mélanges sont ensuite répartis dans des flacons 
de 20 ml à raison de 5 ml par flacon et portés 
dans le lyophilisateur. La lyophilisation termi- 
née,lesflaconssont stockés à-20”, + 4Oet 37%. 
Les titrages sont effectués immédiatement après, 
puis à 1, 2 et 3 mois en utilisant les 2 dilua& 
de reconstitution. 

2) Parallèlement et pour savoir si l’action 
délétère du sulfate de magnésium s’exerce sur 
les spores en général ou seulement sur des 
spores lyophilisées et peut-être « fragilisées », 
des spores fraîchement récoltées sont immédia- 
tement mélangées avec du sérum physiologique 
ou une solution molaire de sulfate de magné- 
sium dans des proportions équivalentes. Les 
suspensions obtenues sont mises sur agitateur 
1 h 30 avant titrage. Cette expérience a été 
répétée 4 fois avec des suspensions différentes. 

3) Lors du titrage, les flacons lyophilisés 
sont repris dans 20 ml de diluant (sérum phy- 
siologique ou solution molaire de sulfate de 
magnésium) et mis en agitation pendant 1 h 30. 
Le volume de 20 ml et le temps de 1 h 30 ont 
été choisis pour que l’action du sulfate de magné- 
sium soit maximale. Les titrages sont effectués 
par comptage des colonies en boîte de Petri 
apr&s dilutions décimales (5 boîtes par dilution). 
Les volumes étant différents - 5 ml avant 
lyophilisation et 20 ml après ~ les titres sont 
exprimés en spores par flacon. 

III. RÉSULTATS 

Les résultats sont colligés dans les tableaux 1, 
II et III. 

DISCUSSION. CONCLUSION 

Au vu des tableaux suivants, il est possible 
de faire un certain nombre de constatations : 

1) Les milieux de lyophilisation (tabl. 1). 

Le lait &&né et le milieu de Weybridge se 
révèlent d’excellents protecteurs pour les spores 
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de Bacillus anthracis. Aucune verte de sr>ores TABI.. VII-*etion de la sohtim 

n’est enregistrée apr& lyophilisation dans ces molaire Mg SO4 BUT les spores non tyophiliaées 

2 milieux et reconstitution dans du sérum ExpP$?“Ce S&Tm Sol”fion molaire 
physiologique. physiolagique de Mg SO4 

En revanche, le milieu à la néopeptone et le 
milieu de Wiktor sont nettement moins favo- 
rables, notamment le premier avec lequel on ne 
retrouve, après lyophilisation, que 40 p. 100 des 
SpXM. 

2) Les diluants de reconstitution (tabl. II). 

Les observations de PROVOST et collab. 
sur l’action délétère d’une solution molaire de 
sulfate de magnésium et celles d’ALBOIU et 
collab. sur la fragilisation des spores lyophilis&es 
sont toutes les deux amplement vérifiées. 

Les spores lyophilisées avec le milieu de Wcy- 
bridge ou le lait écrémé et reconstituées dans du 
sérum physiologique ne subissent aucune perte. 

I I 

des spores. Cette notion devra être gardée en 
mémoire car, lors de la production d’un vx- 
cin, il est nécessaire de tenir compte des 
baisses de titre cumulées depuis la sortie du 
laboratoire jusqu’au moment de l’injection et 
dues à de nombreux facteurs (chaleur, exposi- 
tion à la lumière, etc...). 

En revanche, les mêmes spores reconstituées 
dans la solution molaire de Mg SO, sont 3) Résistance des spores lyophilisées conservées 

detruites à 50 p. 100. à diverses températures (tabl. III). 

Après lyophilisation dans le milieu à la néo- La résistance des spores lyophilisées à 4” 

peptone et reconstitution dans la solution mo- et 37” semble satisfaisante : les écarts des titres 

Lake de Mg SO,, 67 p. 100 des spores sont du vaccin conservé à différentes températures 

détruites. Le diluant de reconstitution est res- ne sont pas significatifs. 

ponsable de la perte de près de la moitié des 
spores non détruites lors de la lyophilisation. 

La lyophilisation des spores de Bacillus 
onthracis n’est pas une opération banale et sans 

Or, le tableau II montre à l’évidence que cette danger pour &s dernières. Le choix du milieu 

solution n’a aucune action nocive sur des spores de lyophilisation est très important: le lait 

non lyophilisées. écrémé et le milieu de Weybridge sont d’excel- 
lents orotecteurs alors sue le milieu à la néo- 

La lyophilisation a donc pour effet d’entraî- peptone est à proscrire. ‘De même le diluant de 
ner une tr& nette diminution de la résistance reconstitution n’est pas sans action du fait de la 
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« fragilisation » des spores lyophilisées. Dans les faisan&, à la suite de la seule et unique interven- 
pays où la solution molaire de sulfate de magné- tien qui est de règle dans les conditions de 
sium est utilisée comme diluant, les titres en la prophylaxie médicale en région d’élevage 
spores charbonneuses devront être doublés extensif. 
lors de la préparation du vaccin pour que, une 
heure et demi après reconstitution, le titre de 
5 x 106 par dose vaccinale soit garanti. 
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SUMMARY 

Freeze drymg trials of Bacilles anthrocis spores (STERNE’S atrain) 
showed that the percentage of living spores alter lyaphilization depends on 
the freeze drying medium : skim milk and the Weybridge medium give a 
better protection than the neopeptone medium. 

The lyophilized spores bave a decreased resistance and the percentage 
of living spores after reconstitution depends on the rehydmting solution : 
physiologie saline has no harmful effect in opposition with the magnesium 
sulfate solution which destroys 50 percent of tbe spores. 

RESUMEN 

Ensayos de liofilizacitm de las esporas de Bacillus anlhrocis (cepa de 
STERNE) mostrar6n que el porcentage de esporas viables depiende de las 
media utilizados : la leche desnatada y  el medio de Weybridge se revelan 
buenos protectares en contra a1 medio con neopeptone. 

Las esporas liofiliradan no son tanto resistentes y  el porcentaje de espoms 
después de la reconstituckn depiende del diluente : el suero tîsiolagico no 
est& nocive pero una solucifm de sulfata de magnesio destruye 50 por ciento 
de las ~S~OI~S. 
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