
Dur6e de vie d'un extrait de dactyle 
(Dactylis glomerata) lyophilis6 et reconstitu6* 

P. ABOU ~, J. BOUSQUET 2, j. CHARPIN 3, J. DRY 4 B. GUI~RIN ~, 
F. LEYNADIER 4, F. B. MICHEL 2, j.  MIGUERES ~, D. VERVLOET 3 

RI~SUMI~, S U M M A R Y  

Depuis quelques mois des extraits allerg~niques standardis~s et lyophi- 
lis~s ont ~t~ mis sur le march~ en France. Leur dur~e de vie, une fois 
reconsti.tu~s, a ~t~ recherch~e dans une dtude entreprise par le Groupe- 
ment d'Etudes Franc, ais pour la Standardisation des Allerg~nes. Deux 
diluants ont ~t~ compares (solution ph~nol~e fi pH7 et solution ph~nol~e 
contenant 0,02 % d'aibumine humaine) pour la conservation d'extraits 
de pollen de daetyle. Les extraits fraichement reconstitu~s ont ~t~ com- 
pares ~ des extraits reconstitu~s d'une semaine ~ six mois auparavant. 
Les extraits ont ~t~ test~s au moyen d'une ~chelle cutan~e r~alis~e en 
intradermor~action. Quatre centres franc, ais ont particip~ A l'~tude et 
l'analyse statistique par test de Wilcoxon a montr~ la grande stabilit~ 
des extraits de dactyle lyophilis~s une fois reconstitu~s. Le diluant 
contenant 0,02 % d'aibumine humaine est cependant conseill~ en raison 
de la plus grande stabilit~ des extraits. 

Life o f  a reconstituted freeze-dried extract o f  Dactyl& 
glomerata. - Over recent months,  standardised, freeze-dried extracts 
of  allergens have been released onto the market in France. Their life 
after being reconstituted was studied by the French Study Group for 
the Standardization of  Allergens. Two diluents were compared (pH7 
phenol solution and a phenol solution containing 0.02 % human 
albumin) for the storage of  extracts of  dactylis pollen. The freshly 
reconstituted extracts were compared to extracts which had been 
reconstituted between one week and six months  before. The extracts 
were tested by means  of  a cutaneous scale based on intradermal reac- 
tion. Four French centres participated in the study and statistical ana- 
lysis using Wilcoxon's test showed that the reconstituted extracts of  
freeze-dried dactylis had good stability. The diluent containing 0.02 % 
human albumin is nevertheless recommended, because of  the greater 
stability of  the extracts. 

Depuis  deux ans, deux producteurs  francais 
d'extraits allerg6niques, le Laboratoire des Stallerg~nes 
et l'Institut Pasteur, proposent des produits lyophilis6s 
qui pr6sentent l'avantage d'une bonne conservation 
l'6tat see. Certains sont, en outre, standardis6s par la. 
technique de l'inhibition du RAST comparativement 

un extrait de r6f6renee, et il devient facile de 
contr61er leur stabilit6 apr~s remise en solution ~ la 
concentration la plus 61ev6e ; par contre, aucune tech- 
nique in vitro ne permet de s'assurer que cette stabilit6 
se retrouve avec les solutions tr~s dilu6es, utilisables 
en pratique clinique, notamment pour le diagnostic 
par intradermor6action ou l'immunoth6rapie. 

En pratique, divers solvants ont 6t6 utilis6s pour les 
tests intradermiques~ mais leurs qualit6s sont tr~s 
variables. I1 apparait ainsi que le s6rum ph6nol6 pH7 
n'est pas un conservateur tr~s puissant [ 1, 2]. La d6na- 
turation des solutions allerg6niques tr~s dilu6es (entre 
1/10. 6 et 1/10. 8) proviendrait d'une adsorption des 
mol6cules prot6iques ~t la surface du verre ou de leur 
attraction vers rinterface air-liquide ; pour y rem6dier, 
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Norman et Marsh [4] ont propos6 un solvant conte- 
nant de l 'albumine humaine h 0,02 %, dont il importait 
de v6rifier les propri6t6s. 

C'est dans ce contexte que le Groupement  d'I~tudes 
Francais pour la Standardisation des Allerg~nes a 
entrepris une 6tude multicentrique afin de d6terminer 
la dur6e de vie d'allerg~nes lyophilis6s reconstitu6s. 
Dans un premier temps, des extraits de dactyle 
(Alyostal, Laboratoire des Stallerg6nes, Fresnes) ont 
6t6 reconstitu6s avec deux types de diluants (s6rum 
ph6nol6 pH7 et s6rum ph6nol6 contenant 0,02 % d'al- 
bumine humaine), puis conserv6s ~ + 4 °C pendant 
24 semaines. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Patients 

Quatre centres ont test6 chacun cinq ~t huit patients 
par semaine de tests. Tous 6taient fortement allergi- 
ques aux pollens de gramin6es. Ils 6taient fig6s de 16 

49 ans. 
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Mat6riel 

Un m6me lot d'extraits Alyostal de dactyle (Dactylis 
glomerata), lyophilis6s et standardis6s par la m6thode 
du RAST, a 6t6 fourni par les Laboratoires Stallerg~nes 

tousles centres. I1 a servi g pr6parer routes les dilu- 
tions n6cessaires ~ l'exp6rimentation. 

L'extrait lyophilis6 a 6t6 reconstitu6 soit avec du 
diluant pH7, soit avec un s6rum ph6nol6 contenant 
0,02 % d'albumine humaine, fournis par les Labora- 
toires Stallergenes. 

M6thodes  

Les tests cutan6s ont 6t6 r6alis6s chez des patients 
d6sensibilis6s ou non, n'ayant pas recu d'antihistami- 
niques, de corticoides par voie g6n6rale depuis une 
semaine, de k6totif'ene depuis trois semaines, et 
n'ayant pas 6t6 trait6s par corticoth6rapie g6n6rale pro- 
long6e. Ils ont 6t6 r6alis6s entre 9 h et 11 h par le m6me 
exp6rimentateur en injectant avec le m6me type de 
seringue 0,05 ml de liquide. 

Les tests cutan6s ont 6t6 lus apr6s 15 minutes et la 
papule et l'6rytheme d6calqu6s selon la m6thode du 
scotch test. Puis apr6s photocopie sur papier calibr6, 
chaque papule et 6ryth6me ont 6t6 pes6s. Les poids ont 
6t6 exprim6s en mg. 

Ces tests ont 6t6 faits aux semaines 1, 2, 4, 6, 8, 12, 
16, 20 et 24. 

Au temps 0, la premi6re semaine, l'extrait allerg6- 
nique lyophilis6 de dactyle, repris par l'une ou l'autre 
des solutions, a 6t6 dilu6 au 100 000 e, au 1 000 000 e et 
au 10 000 000 e. Ces pr6parations constituent les 6prou- 
vettes dos6es pour l'6tude de la dur6e de vie des 
extraits, 

Au d6but de chaque semaine de tests, il a 6t6 pr6par6 
une sdrie complete de dilutions de l'un ou l'autre des 
diluants en utilisant chaque fois, comme solution 
m~re, un flacon lyophilis6, conserv6 ~ + 4 °C, remis en 
solution extemporan6ment et qui constitue done 
l'extrait de r6f6rence puisque la stabilit6 des produits 
conserv6s dans ces conditions a 6t6 confirm6e par ail- 
leurs. 

Les deux s6ries de dilutions de l'extrait de dactyle 
ont 6t6 utilis6es parall~lement lots de ehaque essai sur 
chacun des sujets inclus eLchoisis sur les crit6res d6j~ 
d6finis, chez les malades pr6sents h la consultation du 
jour. 14 intradermor6actions ont donc 6t6 r6alis6es en 
principe une seule fois sur chaque sujet, ~ savoir : 

- 2 t6moins diluants (pH7 et HSA) ; 
- 3  dilutions extemporan6es en pH7 (100000 e, 

1 000 000 =, 10 000 000 e) ; 
- 3  dilutions extemporan6es en HSA (m6mes 

concentrations) ; 
- 3 dilutions de r6f6rence en pH7 ; 
- 3 dilutions de r6f6rence en HSA. 
I1 6tait recommand6 aux diff6rents centres de tester 

au moins six individus chaque semaine. 
L'analyse statistique a 6t6 effectu6e par B. de Sesmai- 

sons, Groupe Sicko-Pharm. La stabilit6 a 6t6 6tudi6e 
en comparant les r6sultats ~ la semaine X du test r6a- 

lis6 avec la solution 6talon et ceux du test produit par 
la solution semaine SX. Les tests de Wilcoxon sur 
s6ries appari6es entre S 1 et SX ont 6t6 calcul6s lorsque 
les donn6es recueillies furent suffisantes. 

L'analyse statistique a 6t6 r6alis6e sur l'ensemble des 
centres pour obtenir un nombre suffisant de patients. 

RESULTATS 

Trois des quatre centres ont utilis6 le protocole pres- 
crit tandis qu'un centre a utilis6 les m6mes patients, 
volontaires pour tousles tests. 

4-30 

+ 2 0  

+ I 0  

O- 

- ' I O  

- 2 0  

- 3 0  

+ 3 0  

+ 2 0  

+ I 0  

O" 

~rng 
1 0 - 6  

- 1 0  

- 2 0  

- 3 0  
0 

I 

L 
-mg 

I I I I I [ I I I I 

H SA ~r-- !~H7 o - - -  
i 0 - 5  

. . . .  o . . . . .  ~ . . . .  ? . . . . .  

I I I I I I I I I I • 

4 8 12 16 2 0  24  

Semoines  

Fig. I. - Variation moyenne du poids des papules chez les patients testes dans le 
centre n ° 1. 

+ 30 

4-20 

+ l O  

0-  

- 1 0  

- 2 0  

- 3 0  
J 

+ 30 

+ 2 0  

+ l o  

0 -  

- ] 0  

- 2 0  

m g  
10-6 

T -r 
T T 

-4" 

I I I I I I I I 1 i i I w 

-m0 ,T T 10"5 
- [I I= HSA e . -  pH 7 o- - -  T 

- 3 0  I I I I I I I I t I I I ~ _  

0 4 8 ] 2  16 2 0  24  

Semaines 

Fig. 2. - Variation moyenne du poids des papules chez les patients testes clans le 
centre n ° 2 .  

Rev. ft. AllergoL, 1984, 24, 2 



/ E X T R A I T  DE DACTYLE LYOPH1LISE • 83 

+ 3 0  

+ 2 0  

+ 1 0  

O- 

- 10  

- 20  

-- 30  

+ 30 

+ 20 

+ 1 0  

0- 

- ] 0  

- 20 

- 30 
0 

~mg 

~ ~ - -  - i - - 

10-6 

I I I I I | I I I I t I ~  

-mg 

HSA e---. p H 7 o - -  
10-5  

~ - -  . . . . . . . . . . . . .  .~ 

I I I I J I I I t I I .~  
4 8 12 16 20 24 

Semaines  
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T A B L E A U  I. - -  Compara l son*  des  tests e f feetu6s  avee  des  extraits  
reeonst i tu~s  en  pH7 aux semalnes  I et X 

Nombre f l a p s  l~ryth~mes 
de patients l o - s u l e l o  - 6  10 - 5  10-6 Semaines 

S 2 20 NS NS NS NS 

S 4 20 NS NS NS NS 

$ 6  25 p <0 ,05  NS p < 0,05 p < 0,05 

S 8 19 NS NS NS p < 0,05 

S 12 20 NS p < 0,05 p < 0,05 p <  0,05 

S 16 18 NS NS --  - -  

S 20 20 NS NS --  --  

S 24 24 p < 0,05 NS p < 0,05 p < 0,05 

* Les comparaisons  ont  6t6 r6alis6es par le test de  Wi lcoxon.  

Si l'on consid~re la papule induite par l'injection 
d'allerg~nes, il n'apparait pas de diff6rence significa- 
t ive  au bout de 24 semaines, entre S 1 et SX, quelle que 
soit la dilution ou le solvant (fig. 1 ~t 3). 

L'analyse des r6sultats des tests sur la papule montre 
que certaines diff6rences sont significatives entre S 1 et 
SX mais on ne peut les attribuer au vieillissement des 
solutions. Par exemple, pour le diluant pH7, les tests 
sont significativement diff6rents ~t la semaine 6 (dilu- 
tion 10-5), ~ la semaine 12 (dilution 10 -6) et ~t la semai- 
ne 24 (dilution 10-5). Pour les extraits reconstitu6s en 

T A B L E A U  II. - -  Compara i son*  des  tests e f fectu6s  avec  des  extralts 
reeonst i tu~s  en  H S A  aux semalnes  I et X 

Nombre flap les ]~.ryth~mes Semaines de patients l o - 3 U l o  - 6  10-5 10-6 

S 2 20 NS p <~ 0.04 NS NS 

S 4 20 NS NS NS NS 

S 6 25 NS NS NS NS 

S 8 19 NS NS NS NS 

S 12 20 NS NS NS NS 

S 16 18 NS NS --  - -  

S 20 20 NS NS --  - -  

S 24 24 NS NS NS NS 

* Lea compara i sons  ont  6t6 r6alis6es par le test de  Wi leoxon .  

albumine s6rique humaine, seuls les tests r6alis6s la 
seconde semaine pour la dilution 10 -6 sont significati- 
vement diff6rents. 

L'analyse des r6sultats du test, pour ce qui concerne 
l'6ryth~me, montre qu'il existe des diff6rences signifi- 
catives avec le solvant pH7 d~s la sixi~me semaine. 
Ces r6sultats significatifs sont retrouv6s r6guli~rement, 
sauf a la huiti~me semaine, pour la dilution ~t 
1 / 100 000. Ces diff6rences semblent pouvoir 6tre expli- 
qu6es par le vieillissement des solutions. Par contre, 
pour les extraits reconstitu6s en albumine s6rique 
humaine, il n'existe pas de diff6rence significative pour 
l'6ryth~me et quelle que soit la concentration utilis6e 
(tableaux I et II). 

Les r6sultats par centre confirment ces donn6es mais 
montrent pour la papule (cf. fig. 1 a 3) des variations 
parfois relativement importantes. 

DISCUSSION 

L'6tude coop6rative r6alis6e par le Groupement 
d'l~tudes Fran~ais pour la Standardisation des Aller- 
g~nes montre que les extraits de dactyle lyophilis6s et 
reconstitu6s par le solvant incluant l'albumine s6rique 
humaine sont plus stables que ceux reconstitu6s en 
solution ph6nol6e ~t pH7. De grandes variations inter- 
centres existent, ce qui 6tait attendu, mais globalement 
les r6sultats sont relativement homog~nes. L'6ryth~me 
parait constituer un crit~re de mesure plus pr6cis et 
plus sensible de la dur6e de vie des allerg~nes que la 
papule, comme cela avait 6t6 observ6 par Turkeltaub 
et Baer [5] et Dry et coll. [3]. 

Les r6sultats observ6s semblent indiquer qu'il est 
pr6f6rable de diluer les extraits lyophilis6s en albumine 
s6rique humaine plut6t qu'en solution pH7. 
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