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Tubes ou paillettes pour la conservation cryogénique d’échantillons biologiques tels que virus, et procédé

de remplissage.

@ Le tube, dit paillette (1), de l'invention, est classique
ns sa forme, et est constitué d’'un trongon rectiligne (10)
d’enveloppe tubulaire transparente. Au voisinage d’'une
premiére extrémité (11), la paillette contient un obturateur
glissant avec une dose de poudre gélifiable par hydratation
(20) entre dans tampons poreux (21 et 22). L’enveloppe tu-
bulaire (10) est extrudée d’une résine ionomére commer-
cialisée sous le nom de marque Surlyn 8921. Les résines
ionoméres présentent, au-dessus et en dessous d'une
zone de transition qui s’étend de 45° a 60°C environ, des
états respectivement thermofusible et réticulé. Ainsi la pail-
lette (1) peut étre fermée par fusion des extrémités (11 et
12) serrées par des machoires chauffées, tout en présen-
tant des propriétés de rigidité a température ambiante. En
outre, la résine ionomére utilisée ne présente pas de tem-
pérature de fragilisation, de sorte qu’elle peut étre manipu-
Iée aux températures cryogéniques (77K) sans précaution
particuliére. Le remplissagee et le scellement des paillettes
peuvent étre automatisés, pour préserver la sécurité des
opérateurs.
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L'invention se rapporte & un tube, dit paillette, pour
la conservation cryogénique d'échantillons biologigques,
notamment cultures virales, formé d'un troncon d'enveloppe
tubulaire en matériau polymére sensiblement transparent,
biologiguement neutre, muni d'un scellement 4 chacune de ses
deux extrémités et comportant, au voisinage d'une premiére
extrémité, un obturateur glissant comprenant un gel agqueux
entre deux tampons en matériau élastique poreux.

L'invention se rapporte également & un procédé de
remplissage d'un tube ou paillette de ce genre.

Ce +type de paillettes constitué d'un troncgon
d'enveloppe d'une douzaine de centimétres de long et de trois
millimétres environ de diamétre, avec une épaisseur de paroi
de quelques diziémes de millimétres, est connu de longue
date: 1l'obturateur glissant, dit aussi bouchon tripartite, a
été décrit dans le document FR-A-995 878 du 20 Septembre
1946. Depuis, divers perfectionnements lui ont été apportés,
qui ont porté essentiellement sur les scellements
d'extrémité, en conjonction avec le matériau polymere dont
est extrudée 1lfenveloppe. En effet, le processus d'obturation
doit donner une étanchéité efficace, ne pas présenter de
risques excessifs de détérioration pour 1'échantillon
biologique contenu et étre adapté, au moins pour certaines
applications, aux manipulations nécessaires a ces
applications (conservation et utilisation de gamétes,
fécondation in vitro).

Par ailleurs, le choix de matériau d'enveloppe a été
guidé par des considérations de compatibilité avec les
substances biologiques, de transparence et de facilité de
mise en forme. Pratiquement seront exclus tous les matériaux
qui comportent des plastifiants susceptibles de migrer.

Le document FR-A-2 128 374 a décrit un scellement par
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soudage & ultrason de paillettes en matériau non précisé. Le
soudage est exécuté entre les madchoires en Vés

complémentaires, 1l'une reliée au générateur d'ultrasons et
1'autre formant enclume; on obtient ainsi un scellement qui
s'inscrit dans le cylindre qui épouse le tube & 1l'extérieur.

Le document FR-A-2 592 297 décrit un processus
d'obturation par injection d'une matiére thermofusible a
1'état pateux & 1'intérieur de 1l'extrémité de tube ; la
paillette est en polychlorure de vinyle et la matiére
thermofusible est un mélange d'une polyoléfine et d'un
copolymére d'éthyléne et d'acétate de vinyle.

Le document FR-A-2 618 452 décrit une paillette
obturée, a l'extrémité opposée a celle qgui avoisine
1'obturateur glissant, par un bouchon en élastomeére capable
d'&tre transpercé par une aiguille, et de rester étanche
aprés que l'aiguille ait été retirée. Le bouchon en
glastomére est soit introduit & force, soit formé in situ par
vulcanisation d'une composition appropriée.

Le document FR-A-2 623 205 décrit une paillette pour
fécondation qui ne comporte pas d'obturateur glissant, et est
munie & chaque extrémité d'un bouchon en élastomére
auntoscellant.

Les progrés de la microbiologie ont entrainé une
extension de 1l'usage de telles paillettes, en corrélation
avec des travaux portant sur des échantillons bioclogiques
parfois rares, et souvant notamment dans le cas de cultures
virales, dangereux. Il devenait impératif de réviser la
conception de la paillette, et notamment de ses scellements
d'extrémités, pour d'une part éviter 1l'utilisation
d'aiguilles d'injection, susceptibles de provoquer des
blessures pour le personnel appelé & les manipuler, et
faciliter 1'automatisation des opérations de remplissage et
de reprise des échantillons, et dtautre part limiterxr
sévéerement les risques de perte d'étanchéité des paillettes
remplies, sous l'effet des contraintes et chocs thermiques

liés a la congélation par immersion dans l'azote liguide, et

la décongélation rapide.
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Bien que les paillettes actuelles présentent un taux
de défaut, dans les conditions cryogéniques, qui soit
acceptable pour des travaux courants, ce taux de défaut
devient excessif dans la mesure oll la mise hors service d'une
paillette remplie peut faire échouer un programme de
recherche ou que les risques d'infection dus & la fuite d'un
échantillon présentent un caractére dramatique.

Les demandeurs se sont donc fixés pour but de réaliser
un tube ou paillette gquli présenterait une fiabilité
considérablement accrue en conservation cryogénique, y
compris dans les zones de scellement et qui pourrait étre
rempli et scellé aisément sur un montage automatigque qui ne
ferait pas intervenir une manipulation d'un opérateur.

Et 1les demandeurs estiment avoir atteint ce but en
proposant un +tube dit paillette pour la conservation
cryogénique d'échantillons biologiques, notamment culture
virale, formé d'un troncon d'enveloppe tubulaire calibrée en
matériau polymére sensiblement transparent, biologiquement
neutre, muni d'un scellement & chacune de ses deux extrémités
et comportant au voisinage d'une premiére extrémité, un
obturateur glissant comprenant un gel aqueux entre deux
tampons en matériau élastique poreux, caractérisé en ce que
le matériau polymére est une résine ionomére, les scellements
d'extrémité étant formés par soudage autogéne du tube sur une
étendue axiale limitée.

Les résines ionoméres, formées par association d'un
copolymére d'éthyléne et d'un acide carboxylique avec un
cation métallique possédent la propriété de se comporter, au
dessus d'une zone de température de transition, située dans
la gamme 40-90°, comme un matériau thermoplastique, tandis
qu'en dessous de cette zone de transition elles se comportent
comme un matériau réticulé, les cations métalliques formant
des 1liaisons transversales entre des chaines linéaires de
copolymére. La +transformation est réversible. Le soudage
autogéne du +tube est simple et efficace, au-dessus des
températures de transition ; le refroidissement aprés soudage
n‘induit que peu de tensions internes, le figeage de
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la résine par réticulation ionique ne s'accompagnant pas de
variations importantes de volume.

De telles résines ionoméres ont été décrites dans les
brevets francais 1 336 164, 1 350 608 et 1 430 478, déposés
par la Sté Dupont de Nemours respectivement les 28 Aolit 1962,
23 Janvier 1963 et 26 Février 1965. Ces résines sont
commercialisées sous le nom de margue “Surlyn”.

La plupart des solides possédent une température de
fragilisation en dessous de laquelle le fluage est
pratiquement inhibé. Les matiéres polyméres thermoplastiques
sont, en général, trés sensibles & la fragilisation au froid,
notamment gquand elles ne comportent pas de plastifiant. Or
les résines ionoméres possédent des températures de
fragilisation trés basses, toujours inférieures a 213K, et
pour la plupart inférieure & 173 K. Pour certaines résines
"Surlyn" on n'a pas pu mettre en évidence de température de
fragilisation.

on comprend gque les manipulations des paillettes
classiques, refroidies & la température de l'azote liquide,
77 K, sont délicates, et se prétent mal & des manipulations
automatiques. En outre si des tensions internes subsistent
dans les soudures, il peut se produire des félures dans le
scellement. Ces difficultés sont atténuées ou disparaissent
avec les paillettes selon 1l'invention.

La structure réticulée des résines "Surlyn" & la
température ambiante confére aux paillettes une tenue
mécanique intéressante ; les paillettes n'ont pas tendance a
fluer sous leur propre poids et restent rectilignes. La
position des extrémités des paillettes, posées sur un support
convenable, sera précise, et 1l'introduction d'une aiguille ou
d'une buse conique pour le remplissage est ainsi rendue
aisée, sans que 1l'intervention d'opérateurs, méme
occasionnelle, soit nécessaire.

On remarquera que pendant longtemps, les paillettes
classiques ont donné satisfaction, les pertes d'étanchéité
par bris ou fissures dues & la fragilation apparaissant
compatibles avec le taux acceptable des erreurs et accidents

de manipulation inévitables. Ce n‘est que récemment que la
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nécessité d'abaisser 1les seuils de +taux de déchets
acceptables & conduit la Demanderesse 4 anhalyser les causes
d'accidents possibles, pour pallier ces accidents. On peut
supposer gqu'a l'origine, les fabricants de paillettes ont
choisi les matériaux usuels dans 1'industrie des matériels de
laboratoires biologiques, dont le comportement, tant
vis—-a-vis des échantillons biologiques que des utilisations
cryogénigques, était connu.

Bien entendu les résines "Surlyn" possédent des
gualités de +transparence et de neutralité biologigque
convenables. On notera accessoirement gque ces résines
acceptent les encres a margquer, ce qui permet d'identifier
les paillettes remplies, sans risque d'erreur.

De préférence la <résine ionomére sera du type
commercialisé sous la dénomination "Surlyn" 8921. Cette
résine comporte un cation métallique sodium, et l'on n'a pu
en déterminer une température de fragilisation. En relation
avec la zone de transition, la température»de fléchissement
sous charge, de 0,46 MPa est de 45°C, la température VICAT
(vitesse B) de 58°C, la température de fusion 84°C, et la
température de solidification de 52°C.

Sous un autre aspect, l'invention propose un procédé
de remplissage d'un tube dit paillette pour la conservation
cryogénique d'échantillons biologigques, notamment culture
virale, constitué d'un troncon d'enveloppe tubulaire calibrée
en matériau polymére sensiblement transparent, biologigquement
neutre, procédé ou l'on met en place un obturateur glissant a
proximité d'une premiére extrémité du tube en insérant
successivement un premier tampon élastigue poreux, une dose
de poudre apte & gélifier au contact d'une phase aqueuse,
puis un second tampon élastique poreux, l'obturateur étant
poussé au-dela d'une zone du tube réservée au scellement de
la premiere extrémité, on injecte dans le tube, préalablement
stérilisé, 1'échantillon biologique & travers la seconde
extrémité et au-dela d'une zone réservée au scellement de
cette extrémité, tandis gque 1'atmosphére du tube est évacuée
a4 travers 1l'obturateur et la premiére extrémité jusqu'a ce
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6
que la phase aqueuse, traversant le premier tampon provodgue
la gélification de la poudre et partant 1'étanchéité de
1'obturateur, caractérisé en ce que, 1l'enveloppe tubulaire
étant constituée d'une résine ionomére, on scelle les
extrémités du tube en écrasant le tube dans les zones
réservées en sorte d'appliquer 1l'une contre l'autre deux
parties de la couche périphérique interne du tube, et en
portant au moins ces deux parties a une température
suffisante pour qu'‘elles fusionnent.

L'utilisation d'une résine ionomére pour constituer
1'enveloppe tubulaire, outre les avantages spécifiques
apportés par la résine au tube dit paillette pour la
conservation cryogénique d'échantillon biologique, permet
d'effectuer le scellement dJde . facon simple et facile a
automatiser, sans risquer de détériorer le contenu par
surchauffe de 1'échantillon, tout en assurant la
stérilisation du joint de soudure proprement dit, en raison
de la température a laquelle le soudage autogéne est effectué
(dans la gamme 90°C-110°C).

Des caractéristiques secondes et les avantages de
1'invention ressortiront d'ailleurs de la description qui va
suivre, a titre d'exemple, en référence aux dessins annexés
dans lesquels :

la figure 1 est une vue, partiellement coupée, d'un
tube ou paillette selon 1'invention ;

la figure 2A est une vue d'un premier processus de
remplissage d'une paillette ;

la figure 2B est une vue d'une variante de
remplissage;

la figure 3A illustre un processus de scellement d'une
paillette ;

la figure 3B est une coupe longitudinale d'une
paillette scellée et remplie ;

la figure 4 représente schématiquement en élévation un

banc de remplissage et scellement de paillettes ;
la figure 5 est une vue de dessus du banc de la figure
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les figures 6A et 6B sont des vues dans deux plans
orthogonaux, d'un premier type de scellement ;

les figures 7A et 7B sont des représentations
analogues d'un deuxiéme type de scellemeent ;

les figures 8A et 8B sont des représentations
analogues d'un troisiéme type de scellement.

Selon la forme de réalisation choisie et représentée a
la figure 1, un tube 1, dit paillette, est prévu pour la
conservation cryogénique, & la température de l'azote
liquide, soit 77 K, d'échantillons biologiques, notamment
cultures virales. Il est concu pour assurer une haute
sécurité contre des fuites d'échantillons, malgré les
contraintes apportées par les basses températures, et pour
permettre des manipulations automatiques notamment au
remplissage, afin de minimiser les risques d'infection au
personnel utilisateur. Ce tube 1 comporte une enveloppe
tubulaire 10, exécutée par extrusions d'une résine jionomére
commercialisée par la Société Dupont de Nemours sous le nom
de marque "Surlyn" 8921. On a évoqué plus haut les propriétés
de cette résine, et notamment son absence de point de
fragilisation 4 77 K et au-dessus.

Le tube présente une longueur, avant remplissage, de
90 mm un diamétre extérieur de 3 mm environ et un diametre
intérieur de 2,5 mm.

Classiquement le +tube 1 contient un obturateur
glissant 2, & proximité d'une extrémité 11, qui sera dite
premiére extrémité. Cet obturateur comprend, de part et
d'autre d'une dose 20 de poudre d'alcool polyvinylique,
hydrophile et capable de se gélifier au contact d'une phase
aqueuse, deux tampons poreux 21 et 22, constitués de troncgons
de méche de coton tressé. La longueur de 1l'obturateur est
d'environ 18 mm, chacun des éléments 20, 21 et 22 occupant
une longueur d'environ 6 mm. Le volume intérieur utile est de
250 pl. Le calibrage de 1'enveloppe tubulaire 10 a
1'extrusion , et notamment le calibrage de la section

intérieure permet la reproductibilité du diameétre intérieur.
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Le remplissage de la paillette est illustré a la
figure 2A. Le tube 1, qui a été préalablement stérilisé, est
pris entre deux canules tronconiques 41a et 42a; qui
pénétrent respectivement dans les extrémités 11 et 12; la
forme tronconigue des canules 41a et 42a, joinfe a un effort
de serrage l'une vers l'autre, assure 1'étanchéité du
raccordement. La canule 41a, & l'extrémité d'une canalisation
41, est reliée & un réservoir en dépression, tandis que la
canule 42a est a4 l'extrémité d'une canalisation 42 qui plonge
dans un tube & essai 35, contenant l1l'échantillon biologigque
30.

L'atmosphére du tube 1 est évacuée a travers
1l'obturateur glissant 2, et 1'échantillon biologigque 30 est
aspiré & +travers 1le tube 42 et pénétre dans 1l'enveloppe
tubulaire 10 jusqu'a atteindre 1'obturateur 2. L'échantillon
biologique 3 s'infiltre dans le tampon 21 et vient hydrater
la poudre 20, gqui forme un gel imperméable par hydratation.
L.e remplissage est ainsi arrété. Lorsque les canules 41a et
42a sont reculées, 1'échantillon biologique 3 reste sous
forme d'une colonne continue et 1l'extrémité 12, sur la
profondeur de pénétration de la canule 42a ne contient pas
d'échantillon et reste disponible pour le scellement
ultérieur, comme l'extrémité 11, qui n'a pas été atteinte par
1l'échantillon.

On appréciera que la rigidité relative du tube 1 en
"surlyn" & température ambiante autorise une mise en
compression longitudinale de 1'enveloppe 10, nécessaire a
1'étanchéité, et que le maintien d'une forme précise sans
flexion, en dessous de la zone de transition de la résine
ionomére, permet 1l'introduction automatique précise des
canules 41a et 42a dans les extrémités 11 et 12 de la
paillette 1.

Le dispositif représenté & la figure 2B est analogue &
celui de la figure 2A, & 1'exception toutefols que les tubes
41 et 42 sont remplacés par des tubes capillaires 45 et 46,
fixés dans des pinces 45a et 46a. IL'étanchéité entre tubes

45 et 46 et extrémités 11 et 12 eslt assurée par des bouchons



10

15

20

25

30

35

2651793

9

en élastomére 47 et 48, enfilés sur les tubes capillaires 45
et 46, et portanL en bout sur les tranches d'extrémités 11 et
12 de la paillette 1. Le processus de remplissage n'est pas
modifié. On notera toutefois que le tube capillaire 46
pénétre suffisamment profondément dans 1'extrémité 12 de la
paillette 1 pour que cette extrémité 12 reste vide sur une
longueur correspondant sensiblement & la profondeur
d'enfoncement du tampon 22 dans 1'extrémité 11.

La paillette 1, remplie d'échantillon biologidque 3 est
alors scellée comme il est illustré & la figure 3A.

Les extrémités 11 et 12 sont serrées entre des paires
de machoires 61a, 61b; 62a, 62b, jusqu'a écrasement de
1l'enveloppe tubulaire suffisant pour que les parties opposées
des surfaces intérieures des extrémités 11 et 12 viennent en
contact. Les paires de michoires 61a, 61b ; 62a, 62b sont
chauffées & une température telle que la résine ionomére
fonde entre les mdchoires et que les parties opposées en
contact fusionnent.

On rappelle que la résine ionomére choisie présente
une température de fusion de 84°C, et que la zone de
transition entre 1'état thermofusible et 1'état réticulé se
situe entre 45° et 60°C, & peu prés.

Aprés scellement, la paillette 1 présente sensiblement
l'aspect indiqué figure 3B, avec aux deux extrémités 11 et 12
des zones aplaties de scellement 11.1 et 12.1. On notera que
entre la zone de scellement 12.1 et l'extrémité de la colonne
3 d'échantillon biologique subsiste une bulle de gaz 12a.
Outre le fait gque, de facon connue, la bulle de gaz 12a évite
une rupture de la paillette, la congélation de 1'échantillon
s'accompaghant d'une augmentation de volume, lors du
scellement, la bulle 12a évite un contact entre la zone
chauffée 12.1 et 1'échantillon biologique, qui pourrait si
non étre altéré.

On notera due, en revanche, si des traces
d'échantillon biologique s'étaient étendues entre les
extrémités 11 et 12 de la paillette, les matiéres organiques

de ces +*traces seraient essentiellement détruites a la
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température de fusion de la résine, avec stérilisation des
extrémités accessibles.

En se reportant aux figures 4 et 5, qui représentent
un banc de remplissage, on voit que le banc 100 comporte des
encoches 101, 102, 103 et 104, pour mettre en position les
paillettes. Un organe transporteur 120 vient périodiquement
soulever les paillettes, puis les déplacer vers la gauche
d'une longueur entre encoches, les descendre dans 1'encoche
correspondante, et s'éclipser pour recommencer, aprés une
période choisie, le transport.

Les paillettes stérilisées sont déposées dans le
chargeur vertical 101 a, la paillette inférieure s'engageant
dans 1l'encoche 101 ou encoche de chargement. Aprés transfert
dans 1l'encoche 102 4 la position de remplissage, des canules
141a et 142a sont rapprochées pour s'introduire dans les
extrémités de la paillette, le remplissage s'effectuant comme
il a été décrit en référence a la figure 2A.

Aprés remplissage, la paillette 10 est transférée dans
1l'encoche 103, ol elle est soudée par des michoires chauffées
161a, 161& ; 162a, 162b, par le processus décrit en référence
4 la figure 3A. ’

Aprés cela, la paillette 10 est transférée dans
l'encoche 104, ol elle subit un marquage. Unfmarqueur 111,
portant des caractéres en relief, est encré par passage d'un
rouleau encreur, couplé & un plateau encrier 113 tournant. Un
tampon de transfert 110 recoit, dans un mouvement de recul la
marque formée par le marqueur 111, et, dans un mouvement
d'avance, reporte la marque sur la paillette 10 dans
1'encoche 104.

A l'action suivante de l'organe transporteur 120, 1la
paillette 10 est évacuée dans la goulette 105..

On appréciera que' toutes ces opérations sont
effectuées sans intervention'd‘un opérateur humain.

On notera que le marquage pourrait paraitre & priori
une opération secondaire, sans risque pour un opérateur
humain. Mais 1l est important que ce marguage intervienne

juste aprés que la paillette soit personnalisée, pour éviter
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toute erreur. Par ailleurs, ce marquage aurait été beaucoup
plus complexe & réaliser si le matériau dont est formeé la
paillette n'était pas susceptible de fixer 1l'encre de
marquage.

On se reportera aux figures 6 & 8, chacune constituée
d'une figure A, prise parallélement & la direction des
rapprochements des machoires, et d'une figure B.

Les figures 6A et 6B montrent la forme de scellement
11.1 obtenue par serrage entre des machoires plates étroites,
et qui laisse intacte la tranche d'enveloppe 10 de paillette.
Cette forme sera la forme usuelle.

Les figures 7A et 7B montrent un scellement 11.2 en
forme de palette, obtenu par serrage entre des méchoires
planes qui sont venues saisir la paillette en bout. Cette
forme pourra étre préférée pour les facilités de prise de la
palette, par ailleurs cette forme supprime la cavité
d'extrémité du scellement 11.1

Les figures 8A et 8B montrent un scellement 11.3 en
forme de Vé, analogue & ce qui est décrit dans FR-A-2 128
374. Cette forme, résultant du serrage entre deux méchoires
en Ve, l'une saillante et l'autre rentrante, présente
1l'avantage gque le scellemenl est entiérement contenu a
1'intérieur du cylindre qui épouse la surface extérieure de
la paillette, de sorte que la fixation de la paillette dans
un mandrin est rendue plus aisée.

Bien entendu, il pourra étre intéressant de conformer
différemment les deux scellements d'extrémité de paillettes,
pour des raisons d'opportunité. D'ailleurs d'autre forme de
scellement sont concevables.

Oon comprend, bien entendu gque, pour récupérer
1*échantillon biologigque aux fins d'utilisation, on sectionne
les extrémités 11 el 12 au ras des zones non déformées qui
sont en deca des scellements , et qu'on chasse 1l'échantillon

en poussant mécaniquement ou pneumatiquement 1'obturateur

“glissant.

I1 va de soi que l'invention n'est pas limitée aux
exemples décrits, mais on embrasse toutes les variantes

d'exécution, dans le cadre des revendications.
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REVENDICATIONS
1. Tube dit paillette (1) pour la conservation
cryogénique d'échantillon biologiques (3), notamment culture
virale, formé d'un troncon d'enveloppe tubulaire (10)
calibrée en maltériau polymére sensiblement transparent,

biologiquement neutre, muni d'un scellement (11.1, 12.1) &
chacune de ses deux exirémités (11, 12) et comportant au
voisinage d'une premiére extrémité (11), un obturateur
glissant (2) comprenant un gel aqueux (20) entre deux tampons
(21, 22) en malériau élastique poreux, caractérisé en ce que
le matériau polymére est une résine ionomére, les scellements
d'extrémité (11.1, 12.1) étant formés par sondage autogéne du
tube (1) sur une étendue axiale limitée.

2. Tube dit paillette selon la revendication 1,
caractérisé en ce que ladite résine ionomére est du Surlyn
8921.

3. Tube dit paillette selon la revendication 1,
caractérisé en ce que le scellement (11.1, 11.2) comporte une
zone avec deux faces extérieures planes paralléles, gui
s'étendent perpendiculairement & 1'axe sur une largeur
supérieure au diamétre extérieur courant de 1'enveloppe.

4., Tube dit paillette selon la revendication 1,
caractérisé en ce que le scellement (11.3) présente des faces
extérieures en forme de Vés, 1'une saillante et l'autre
rentrante, le scellement étant entiérement contenu dans un
cylindre épousant la partie courante du tube.

5. Tube dit paillette selon la revendication 1,
caractérisé en ce gu'il contient un volume déterminé
d'échantillon biologique (3), entre l'obturateur glissant (2)
et une bulle de gaz (12a) au contact du scellement (12.1) de
la seconde extrémité (12) d‘'enveloppe (10).

6. Procédé de remplissage d'un tube dit paillette (1)
pour la conservalion cryvogénique d'échantillons biologiques
(3), notamment culture virale, constitué d'un troncon
d'enveloppe (10) +tubulaire calibrée en matériau polymére
sensiblement +transparent biologiquement neutre, procédé ou
l'on met en place un obturaleur glissant (2) & proximité
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d'une premiére extrémité (11) du tube (1) en ihsérant
successivement un premier tampon élastique poreux (21), une
dose de poudre (20) apte & gélifier au cbntact d'une phase
aqueuse, puils un second tampon élastique poreux (22),
1'obturateur étant poussé au-delda d'une zone du tube réservée
au scellement (11.1) de la premiére extrémité (11), on
injecte dans le tube, préalablement stérilisé, 1'échantillon
biologique (30) & +travers la seconde extrémité (12) et
au-dela d'une zone réservée au scellement (12.1) de cette
extrémité (12), tandis que 1l'atmosphére du tube est évacuée
4 +travers 1'obturateur (2) et la premiére extrémité (11)
jusqu'a ce que la phase aqueuse, traversant le premier tampon
(21) provoque la gélification de la poudre (20) et partant
1'étanchéité de 1'oblurateur (2), caractérisé en ce que,
1l'enveloppe tubulaire (20) étant constituée d'une résine
ionomére, on scelle 1les exirémités (11, 12) du tube en
écrasant le tube dans les zones réservées en sorte
d'appliquer 1'une contre l'autre deux parties de la couche
périphérique interne du tube, et en portant au moins ces deux
parties & une température suffisante pour qu'elles
fusionnent.

7. Procédé suivanl la revendication 6, caractérisé en
ce que la résine ionomére esi du Surlyn 8921.

8. Procédé suivant la revendication 6, caractérisé en
ce gue, pour le scellement (11.1, 12.1; 12.2, 12.3) des
extrémités (11, 12) les zones réservées sont serrées entre
des machoires complémentaires (61a, 61b; 62a, 62b;161a, 161b;
162a, 162b), portées & une température suffisante pour que
les parties de couche inlerne périphérique fusionnent.

9. Procédé suivant la revendication 8, caractérisé en
ce que les machoires (61a, 61k; 62a, 62b; 161a, 161k ; 162a,
162b) onti des faces de serrage planes el paralléles.

10. Procédé suivant la revendicalion 8, caractérisé en
ce que les mdchoires sont en forme de Vés, l'une saillante et
l'autre rentrante.

11. Procédé suivant la revendication 6, caractérisé en

ce gue l'on ménage lors du remplissage du tube (1) par
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1'échantillon bioclogique (3), une bulle de gaz (12a) entre

cet échantillon (3) et 1la zone réservée de la seconde

extrémité (12).
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