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|. Introduction

Les préparations injectables sont des produits médicaux spécifiques du fait de leur mode
d’administration, ils passent directement dans le systéme sanguin sans subir aucune
modification. Leur production respecte des processus particuliers, et le produit fini doit étre
aparticulaire, limpide, stérile et apyrogene. Les tests de stérilité sont importants, mais ne sont
pas suffisants pour garantir une innocuité du médicament parentérale. En plus des tests de
stérilités, la détection de pyrogénes est indispensable. Les pyrogenes sont des substances non
détruites par les procédés de stérilisation standard, d’autres méthodes de dé pyrogénation
sont utilisées pour les éliminer. Dans le sang, ils entrainent de la fievre et peuvent induire un
choc septique. Les pyrogeénes peuvent étre des éléments bactériens appelés endotoxine ou
autres. Les endotoxines sont libérées apres la lyse bactérienne et ils sont biologiquement
actifs, ils provoquent des effets toxiques pouvant entrainer une endotoxémie, et méme la
mort. Pour éviter ce risque chez le patient, le systeme qualité pharmaceutique doit étre en
mesure de prouver de la stérilité des médicaments parentéraux, mais aussi qu’ils sont
apyrogenes. Les laboratoires pharmaceutiques de production parentérale sont dans
I'obligation de respecter certaines normes réglementaires (Agence nationale de la sécurité du
médicament (ANSM), Food and drug administration (FAD), Bonnes pratiques de fabrication
(BPF), pharmacopée européenne, etc. ...) de fabrication et de détection des endotoxines pour
une mise sur le marché de leur produit. Au fil des années, plusieurs méthodes sont utilisées
pour détecter les endotoxines, en passant par le test in-vivo chez le lapin aux tests in-vitro.

Dans un premier, temps la production des médicaments injectables sera abordée en mettant
I'accent sur les tests de stérilité et la dépyrogénation. Ensuite, les endotoxines et leur toxicité
ainsi que les méthodes de détection des endotoxines dans les médicaments injectables seront
décrites. Enfin la physiopathologie d’'une endotoxémie et sa prise en charge médicale seront
traitées.
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Préparations injectables

Selon la pharmacopée européenne « Les préparations injectables sont des préparations
parentérales liquides stériles, généralement administrées en bolus. Ce sont des solutions, des
dispersions colloidales, des émulsions ou des suspensions contenant une ou plusieurs
substances actives et éventuellement des excipients dans de |'eau, dans un liquide non aqueux
approprié ou dans un mélange de ces 2 liquides ». Dans certaines conditions le liquide non
aqueux peut ne pas étre stériles.

Les émulsions sont homogénes, les phases ne doivent pas étre distinguées et les suspensions
contenant des agrégats doivent étre facilement disperser par agitation pour obtenir une
suspension suffisamment stable permettant d’administrer la dose voulue.

Une préparation injectable doit étre:

- Stérile : absence de tout organisme vivant ou revivifiable
- Apyrogene : absence de substance pyrogéene
- Aparticulaire : absence de particule inerte (cellule de peau morte, fibre, métal, verre)

Du fait de ses spécificités, la production de médicaments injectables s’effectue dans un
environnement spécifique et adapté a chaque étape de la production. La maitrise de la qualité
du médicament doit étre assurée tout au long de la production.

[I.1 Production

Les opérations de production de médicament injectable se divisent en deux, celles qui
concernent les produits stérilisés dans leur récipient final et celles concernant les produits
dont certaines ou toutes étapes de fabrication se déroulent dans des conditions aseptiques.
Dans les deux cas la fabrication s’effectue dans des zones a atmosphére controlée (ZAC) avec
des niveaux de propreté correspondant au niveau requis de I'étape de production. Tout un
ensemble de mesures et de normes doivent étre appliquées pour assurer I'innocuité (stérile,
aparticulaire et apyrogene) du médicament injectable. Ces normes sont instaurées par les
autorités compétentes (ANSM, FAD.) et traduites par le fabricant en procédures et protocoles
appliquées en interne. lls s’appliquent au personnel, aux locaux et aux matiéres premieres
composant le médicament.

[1.1.1 Les locaux

Les bonnes pratiques de fabrication (BPF) constituent le guide principal qui d’écrit les étape
et les régles de bienséances permettant d’assurer le niveau de qualité requis pour la
production de médicament injectable (et tout médicament en général). Concernant les locaux
selon les BPF « La fabrication des médicaments stériles doit s’effectuer dans des zones
d’atmosphere contrélée. Les zones d’atmosphére contrblée doivent étre maintenues a un
niveau de propreté et alimentées en air filtré sur des filtres d’efficacité correspondant au
niveau de propreté requis. »
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Les zones d’atmosphere contrélé sont des zones dont la qualité de l'air et le niveau de
propreté sont controlés a une fréquence bien définie. Elles sont construites et utilisées de
facon a minimiser l'introduction, la production, la multiplication et la persistance de
contaminant (particules, microorganismes, etc.). Dans les ZAC, la température, I'humidité et
la pression sont maitrisées comme il convient.

[1L1.1.1 Classification des locaux

Les ZAC sont classées selon le niveau de qualités requises pour I'environnement, on distingue

quatre niveaux nommés: A, B, C et D. Le niveau de propreté et la qualité de I'air est
décroissant de la classe A au classe D (figurel).

Opération a Opération a haut

risque modéré risque

ClasseCetD Classe B Classe A

Figure 1 : Utilisation des classes ZAC selon le niveau de risque des opérations de production
- laclasse A

Les opérations a hauts risques sont réalisées dans les zones de classe A. Par exemple le
remplissage des flacons et ampoule, et la répartition aseptique sont réalisés dans ces zones.
Un systeme clos de flux d’air laminaire y est utilisé pour filtrer Iair.

- Laclasse B

Les zones de classe B se situent a I'environnement immédiat des zones de classe A. lls sont
équipés du méme systéme de flux d’air laminaire clos.

- LesclassesCetD

Ces zones sont destinées aux étapes moins critiques de la production de médicament stérile.
Elles correspondent aux sas personnel et matiére premiére, a la zone préparatoire pour la
classe C et aux zones pré-sas personnel et la laverie pour la classe B.

Dans ces zones, le flux d’air laminaire est un systéme clos isolateur.
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Un exemple schématisé d’une ligne de production d’un médicament injectable permettant de
différencier les classes de ZAC selon les étapes de la fabrication est représenté par la figure 2

suivante.

Filtration

JERRR [ Clesse B [GRSEE) Clase | iiame | zone grise

~J

pers

~J

Zone grise

Laverie

Autoclave

Figure 2 : ligne de production d’'un médicament injectable avec les classes des zones ZAC

(Professeur S Bouttier, université Paris Sud)
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[1.L1.1.2 Maintien des zones

Il existe une différence de pression entre les zones pour maintenir la qualité de I'air requise
dans chaque zone. La pression est définie de tel sort que la pression d’une zone soit positive
(plus élevée) par rapport aux zones voisines de classe inférieure. Ainsi les écarts de pression
doivent étre de :

- Au moins 20 Pa (Pascal) entre I'extérieur et la premiére zone classée
- Aumoins 15 Pa entre zones classées différentes adjacentes
- Aumoins 5 Pa entre 2 zones classées identiques

Du fait que I'air circule d’une zone de forte pression vers une zone de pression inférieure, cette
cascade de pression empéche l'air de circuler d’'une zone de classe inferieure vers une zone
de classe superieure. Par exemple il sera impossible que I'air d’'une zone de classe D circule
vers une zone de classe B. Ce principe permet d’éviter une contamination entre zones
adjescentes et de maintenir le niveau propreté et de qualité de I’air de chaque zone.

[1.L1.1.3 Les parametres a surveiller dans les Zac

Certains parametres sont contrélés régulierement pour s’assurer que les dispositifs mis en
place pour éviter toute contamination des zones classées sont efficaces. Les contréles
s’effectuent en deux situations : a arrét de la production et en absence de personnel d’au
moins 15 minutes et en fonctionnement des installations en présence du personnel. La
fréquence et les plans de prélevement sont définis par une analyse de risque type AMDEC
(Analyse des Modes de Défaillance de leurs Effets et de leurs Criticités). AMDEC est une
méthode collaborative qui fait appel a I'expertise des personnes connaissant le processus a
analyser pour identifier les risques, leurs fréquences d’apparition, la gravité de leurs effets et
leur détectabilité afin de les éviter.

Les parametres a surveiller sont: les particules en suspension, les microorganismes, la
différence de pression, la température et I’'hygrométrie.

[1.L1.1.3.1 Surveillance particulaire

Des prélevements d’air sont effectués au niveau des lignes de production dans toutes les
zones classées au repos et en activité. Un compteur de particule avec un dispositif de
prélevement permettant d’enregistrer et de trier la taille des particules est utilisé.

Les points de prélevement sont précisés et cartographiés par le fabricant. Le prélevement se
fait face a I’écoulement de I'air si le flux est unidirectionnel et vers le haut si le flux est non
unidirectionnel.

La zone est considérée conforme si les valeurs obtenues ne dépassent pas la limite définie par
les BPF renseigné dans le tableau 1 suivant.
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Tableau 1 : limites recommandées de contamination particulaire par les BPF (1)

t Au repos En activité
Classe Nombre maximal autorisé de particules par m’ de taille égale ou
supérieure aux tailles précisées.
0.5 um (d) S5um 0.5 ym (d) 5um
A 3520 20 - 3520 20
B 3520 29 352000 2900
C 352000 2900 3520000 29000
D 3520000 29000 Non défini Non défini

[1.L1.1.3.2 Surveillance microbiologique

Les microorganismes sont contrélés dans les zones classées, et dans chaque zone un seuil est
défini selon les normes des organismes nationaux et internationaux (BPF, ANSM, FAD, ). Dans
le tableau 2 sont décrites les limites de contamination microbiologique recommandées dans
les zones classées pour la fabrication de médicaments injectables.

Tableau 2 : les limites de contamination microbiologique recommandées par les BPF (1)

Limites recommandées de contamination microbiologique (a)

Classe Echantillon d'air | boites de Pétri| géloses de | empreintes de
ufc/m® (diam.290 mm), | contact (diam. 55 | gant (5 doigts)
ufc/4heures (b) mm), ufc/plaque ufc/gant

A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

(a) Il s’agit de valeurs moyennes
(b) Certaines boites de Pétri peuvent étre exposée pendant moins de 4 heures
Ufc : unité formant une colonie

Diam : diamétre
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Prélevements
Controle microbiologique de I'air : deux méthodes sont utilisées

a. La sédimentation : deux boites de Pétri sont ouvert sur la paillasse pendant 1 h pour
I'une et pendant 4 heures pour l'autre. Elles sont ensuite incubées pendant 48 ha 32.2
°C (°C= degré Celsius)

b. Collecteur d’air : un prélevement de 100 L d’air est collecté pendant 1 h sur une boite
de Pétri et la méme opération est effectuée pendant 10 min pour collecter 1000 L d’air
dans une autre boite de Pétri.

Dans les zones de classe A et B, les 2 méthodes sont ulisées pour le controle et en zone de
classe C et D, seul le collecteur d’air est utilisé.

Contréle microbiologique du personnel

Les équipements de protection sont adaptés a chaque zone classée et permettent d’éviter
une contamination de ces zones par le personnel. En cours d’utilisation, d’éventuelles
contaminations sont vérifier régulierement sur ces équipements. Pour le prélévenement, un
opérateur muni des gants de protection pose les 5 doigts en appuyant légerement sur une
gélose qui sera mise en incubation pour culture microbiologique.

Controle microbiologique de I’environnement : 3 méthodes peuvent étre utilisées.
a. Prélevement par boite de Count-tact
La boite Count-tact est un milieu de culture prét a I'emploi. (figure 3)
La boite Count-tact est déposée a l'aide d’un applicateur sur une surface (paillasse,

préparatoire). Au bout de 10 s (secondes), un bip se déclenche donnant le signal pour enlever
la boite Count-tact puis elle est refermée et mise en incubation.

Figure 3: boite Count-tact ® Biomériaux avec applicateur (www.biomerieux.com)
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b. Prélevement par lame gélosée

La lame gélosée est un milieu de culture (Figure 4), elle est appliquée en surface en appuyant
légérement, puis elle est remise dans son flacon pour une incubation.

Figure 4: Lame gélosé ®Sanipousse (shop.sanipousse.com)

c. Prélévement par écouvillonnage

Sur la surface a prélever, I'écouvillon est appliqué en suivant un schéma spécifique comme
indiqué dans la figure 5 puis il est plongé dans un tube a essai stérile pour déposer le
prélevement. L'opération est répétée trois fois de suite. Ensuite le prélévement est
ensemencé dans un milieu de culture.

O£

Figure 5: Méthode de prélévement de surface par écouvillonnage

Note : Le schéma bleu est réalisé en premier puis le schéma orange en deuxieme.

Tous les milieux de culture des prélevements de surface sont incubés a 37 °C pendant 48-72h.

L'utilisation de boite Count-tact pour le prélevement de surface reste la méthode la plus fiable
par rapport aux méthodes lame gélosée (temps de pose pouvant varier) et écouvillonnage
(gestuelle de prélevement personne-dépendant, capacité des écouvillons a relarguer la
suspension bactérienne, etc.).
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Résultats

Apreés incubation des milieux de culture, les colonies formées sont dénombrées. Les résultats
sont comparés aux limites définies, si pour une zone le résultat dépasse le seuil défini des
investigations doivent étre menées pour définir les points a améliorer et les actions a mettre
en place pour les corriger.

[1.L1.1.3.3 Surveillance de I'air (pression, température et humidité)

L’air est traité par un CTA (central de traitement de I'air) qui permet de limiter la quantité de
particules. Le CTA permet aussi de diluer et d’éliminer les particules générées au cours de la
fabrication. L'alimentation en air est munie d’un systéme d’alarme qui permet de détecter les
défaillances.

Le débit d’air est contr6lé par un débitmétre, la température et I'humidité sont aussi
controblées régulierement.

Le respect des normes concernant les locaux est essentiel pour garantir le niveau de qualité
requis pour la fabrication de médicaments injectables et les controles permet de détecter les
risques de contamination potentielle et avérée et de les corriger.

[1.L1.2 Le personnel

Le personnel aussi constitue un risque de contamination, il doit s’adapter aux conditions de
fabrication des médicaments injectables. Le personnel doit avoir une formation, porter un
équipement et avoir un gestuel de travail adapté a chaque zone classée.

[1.L1.2.1 Formation du personnel

Le personnel doit étre formé aux bonnes pratiques de fabrication des médicaments stériles,
aux techniques d’habillage et au comportement en ZAC. Ces formations sont dispensées en
interne lors de prise de poste ou pour renouveler une habilitation. Les formations sont
validées par une épreuve écrite ou par une mise en situation. Le personnel qui valide ses
formations, aura son habilitation pour son poste. Ces formations sont obligatoires et
I’employeur doit s’en assurer pour la prise de poste.
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11.L1.2.2 Les vétement de protection en ZAC

Selon les BPF « Les vétements et leur qualité doivent étre adaptés aux fabrications et aux
classes des zones de travail. lls doivent étre portés de facon a protéger le produit des
contaminations ».

Le personnel est habilité a I’habillage par une formation validée lui permettant de respecter
les regles d’habillage en ZAC. Il est défini dans chaque zone classée les équipements que doit
porter le personnel.

Equipements de protection en zone de classe D

Les cheveux et la barbe doivent étre couverts par une charlotte et une cache barbe.
L'opérateur doit porter une blouse et des sur-chaussures ou des chaussures adaptées comme
sur la figure 6.

' i‘
Figure 6: Vétement de protection zone de classe D (Charlotte,

cache barbe et sur-chaussure) (S BOUTTIER Université Paris
Sud)

of
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Equipements de protection en zone de classe C

En plus des équipements requis en classe D, le personnel doit porter un vétement constitué
d’une veste et d’'un pantalon, d’'une combinaison et d’une blouse serrée aux poignets et munie
d’un col montant. Le tissu ne doit virtuellement pas libérer des particules ou fibres. Des
chaussures ou des couvres chaussures adaptées doivent étre portées. (figure 7)

Figure 7: Vétement de protection en zone de classe C (S BOUTTIER
Université Paris Sud)

Equipements de protection en zone de classe A et classe B

Le personnel doit porter une sous-tenue constituée d’un pantalon et d’une veste. Au-dessus
de la sous-tenue, on met une combinaison comme en classe C plus un masque qui couvre le
visage puis une cagoule qui renferme totalement les cheveux avec une reprise au niveau du
col (figure 8). Les gants sont en caoutchouc ou en plastique et sont stérilisés et non poudrés.
Le bas du pantalon est enserré dans les bottes et les manchettes dans les gants. La tenue doit
étre décontaminée et stérilisée et les bottes stérilisées ou désinfectées.

Les vétements de protection doivent libérer un minimum de fibres et de particules et doivent
retenir les particules émises par I'opérateur.
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Figure 8: Vétements de protection en zone de classe A et B (S BOUTTIER
Université Paris Sud)

[1.L1.2.3 Comportement du personnel en zone classée

Le personnel doit avoir un comportement approprié pour éviter I'émission des particules. Il
doit éviter les déplacements inutiles et se déplacer lentement et adopter des gestes
méthodiques et précis. En position debout, les bras sont au long du corps et en position assise
les mains sont posées sur le genou les paumes en haut. Il doit aussi se désinfecter
régulierement les gants (toutes les 2 a 3 minutes). Les portes sont systématiquement fermées
pour maintenir les cascades de pression. Si un opérateur éternue dans une zone classée, il doit
sortir du sas (si pas possible) ou se diriger vers les reprises d’air basses ou sortir dans les
vestiaires pour se moucher, changer de gants, masque, la combinaison et les sur-chaussures.

Ces comportements, a adapter dans les ZAC sont colteux (équiper tout le personnel et les
changements réguliers) et constituent une contrainte de temps (changement d’équipement a
chaque sortie de sas) mais constitue un moyen efficace pour éviter la contamination des ZAC
par le personnel lors de la fabrication des médicaments injectables.

Méme si tous les moyens sont mis en place pour éviter la contamination du produit pendant
sa fabrication, le risque de contamination n’est jamais a zéro, c’est pour cela que des contréles
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sont aussi effectués sur le produit fini ainsi qu’un test de remplissage aseptique pour les
produits qui ne peuvent étre stérilisé dans leur récipient final.

[1.1.3 Stérilisation

La stérilisation est un procédé permettant d’obtenir un produit stérile soit par élimination ou
par mort de microorganismes vivants ou revivifiables. Pour un procédé de stérilisation, le
niveau d’assurance de la stérilité (NAS) doit étre inférieur ou égale 109, il indique le degré
avec lequel une population d’articles est rendue stérile par le procédé considéré. Le NAS est
la probabilité d’avoir un article non stérile dans un lot d’article stérilisé. Il existe 3 méthodes
de fabrication des produits stériles : la stérilisation terminale, la filtration stérilisante et la
préparation aseptique.

[1.L1.3.1 La stérilisation terminale

La stérilisation terminale consiste a faire subir le traitement sur le produit fini dans son
récipient final. Elle est la méthode utilisée a chaque fois que le produit et son conditionnement
le permet. Il existe 4 méthodes de stérilisation terminale, la stérilisation par la vapeur
(autoclave), la stérilisation par la chaleur seche (four ou tunnel), la stérilisation par irradiation
ionisante et la stérilisation par les gaz.

[1.L1.3.1.1 La stérilisation par la vapeur

La stérilisation par la vapeur s’effectue dans des autoclaves, qui sont des enceintes qui
génerent de la vapeur en continu avec un systéeme d’évacuation de I'eau pour maintenir la
pression et la température a des niveaux contrélés. Les autoclaves sont qualifiés pour leur
capacité a maintenir des conditions homogenes a l'intérieur de I'enceinte et de la charge.
L'autoclave doit étre muni de capteurs température et de pression placés a des endroits bien
précis pour controler le cycle de stérilisation. Une sonde thermique indépendante est placée
au point de charge ou dans le récipient fermé le plus lent a chauffer. La compatibilité de
I’équipement avec le produit a stériliser, la disposition du chargement et la performance du
cycle sont vérifiées lors de la qualification de performance de I'autoclave.

Le cycle de référence pour la stérilisation par la vapeur est de 15 min a 121°C au point le plus
froid de 'autoclave. Le cycle peut étre adapté au produit et au chargement aprés une étude
de validation, mais la température minimale acceptable pour une stérilisation par la vapeur
est de 110°C.

Les controles de routine se basent sur les enregistrements de température et de pression de
chaque cycle de stérilisation.
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[1.L1.3.1.2 la stérilisation par la chaleur séche (four ou tunnel)

La stérilisation par la chaleur séche se base sur un transfert de chaleur aux articles a stériliser
soit par convection, par rayonnement ou par transfert direct. Elle est réalisée dans un four a
ventilation forcée ou dans un tunnel. Le chargement du stérilisateur doit permettre que la
température requise soit atteinte dans I’ensemble de la charge. Des sondes thermiques sont
placées a l'intérieur du stérilisateur ou dans les points les plus froids pour enregistrer la
température pendant le cycle de stérilisation.

Les conditions de référence pour un cycle de stérilisation par chaleur séche sont 160°C au
minimum pendant au moins 2 heures. D’autres combinaisons de temps et de température
sont possibles s’il est justifié que le NAS obtenu aprés stérilisation est inférieur ou égal a 10°.

Les controbles de routine se basent sur la détermination du profil de température établi au
minimum sur les points les plus froids du stérilisateur.

[1.1.3.1.3 Stérilisation par irradiation

La stérilisation par irradiation repose sur I’exposition des articles a stériliser a un rayonnement
ionisant. Ce rayonnement peut étre un rayonnement gamma provenant d’isotope approprié,
un faisceau électronique énergisé au moyen d’un accélérateur d’électrons approprié, ou des
rayons X produits par bombardement d’une cible appropriée avec des électrons énergisés.

La dose de référence est de 25 kGy (kilo Gray) en dose absorbée. D’autres doses peuvent étre
utilisées si la méthode permet de justifier un NAS inférieur ou égal a 10°®aprés stérilisation.

Les controles de routine se font par un suivi de la dose délivrée au cours de la stérilisation par
un systeme de dosimétrie et une tracabilité des mesures par rapport a des étalons nationaux.

[1.L1.3.1.4 Stérilisation par des gaz

La stérilisation par les gaz est utilisée pour stériliser les emballages primaires, les équipements,
et certains produits pharmaceutiques. Deux types de gaz peuvent étre utilisés pour la
stérilisation selon leurs actions antimicrobiennes, les agents alkylants et les agents oxydants.
Les agents alkylants sont hautement réactifs et interagissent avec plusieurs composés
notamment au niveau des groupements amino, hydroxyle et des bases puriques. Les agents
oxydants sont des composés toxiques tres réactifs.

La stérilisation s’effectue par exposition du produit a I'agent gazeux dans une enceinte
étanche et dans des conditions spécifiées. Une combinaison de méthodes physiques et
biologiques permettant d’obtenir les conditions de stérilisation optimales est définie lors du
développement du procédé. Une validation de performance microbiologique permet de
vérifier I'efficacité du cycle. La |étalité est déterminée en exposant les microorganismes d’essai
a des cycles de durée graduée pour construire des courbes de suivis. La stérilisation ne doit
pas altérer la fonctionnalité du produit et du récipient.
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[1.1.3.2 Filtration sur membrane

La filtration sur membrane permet de réduire la contamination microbiologique des gaz et
fluides ne pouvant pas étre stérilisés par la chaleur ou par irradiation. Elle repose sur
I’élimination des microorganismes par un effet de tamisage et d’interaction de surface.

La stérilisation est réalisée par passage du produit a travers une membrane microporeuse
dont la taille nominale des pores ne dépasse pas 0,22 um. La contamination microbienne
(biocharge) de chaque lot est déterminée avant la stérilisation et la taille du filtre doit étre
proportionnelle au volume du produit a filtrer et sa biocharge. Les filtres sont stérilisés avant
leur utilisation et leur transfére se fait dans des conditions aseptiques pour éviter une
contamination du produit.

Les controles de routine se basent sur des parameétres physiques et microbiologiques établis
lors des essais de validation tels que : la contamination microbienne avant stérilisation, les
résultats des essais d’intégrité préfiltration, la durée de filtration, le volume filtré, la pression
différentielle.

[1.L1.3.3 La préparation aseptique

La préparation aseptique permet de garantir la stérilité d’un produit constitué de différents
composants stérilisés par une des autres méthodes de stérilisation (par la chaleur, irradiation
ou filtration). La préparation aseptique se fait dans des conditions appropriées et dans un
environnement adapté permettant d’éviter la contamination microbienne. Elle peut étre
appliquée a plusieurs étapes de fabrication du produit : le remplissage et la fermeture des
récipients, le mélange des composants de la formulation, le conditionnement.

Pour maintenir la stérilité des composants du produit en cours de fabrication, certains
parametres doivent étre surveillés comme : I'environnement et les surfaces (la partie I1.1.1 les
locaux), le personnel et leur équipement de protection (dans la partie 11.1.2), la stérilisation
des composants et la durée de stockage du produit fini avant conditionnement. Le procédé
lui-méme est controlé par le test de remplissage aseptique (TRA) et le produit fini est soumis
I'essai de stérilité (11.2.1).

[1.L1.4 La dépyrogénation

La dépyrogénation est un procédé permettant d’enlever tous les éléments susceptible
d’induire une élévation de température (pyrogenes) chez un patient. Elle peut étre obtenue
par inactivation ou par élimination des endotoxines. Les endotoxines sont des
lipopolysaccharides, ils sont les plus actifs et les plus difficiles a éliminer des pyrogenes.

La dépyrogénation concerne les articles (emballages primaires : verrerie) destinés a étre en
contact direct avec le produit stérilisé final.
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[1.L1.4.1 Traitement par la chaleur séche

La dépyrogénation par la chaleur seche est la méthode la plus couramment utilisée pour la
verrerie et les autres matériaux résistant a la chaleur. Elle est réalisée dans un four ou un
tunnel avec une ventilation forcée. Les articles sont exposés pendant au moins 30 min a une
température d’au moins 250 °C. D’autres combinaisons de température et de durée peuvent
étre utilisées si elles sont validées, mais la combinaison minimale requise est de 3 h a 180°C.
Pour la surveillance de I'efficacité du cycle, la température est mesurée au minimum au niveau
du point de I'enceinte le plus difficile a chauffer, identifié lors de la qualification.

D’autres méthodes de dépyrogénation peuvent étre utilisées que si le traitement par la
chaleur seche n’est pas possible. Ces méthodes sont le traitement physique ou traitement
chimique.

Le traitement physique : la dépyrogénation se fait par rincage des articles avec de |'eau de
qualité pharmaceutique comme I'eau pour préparation injectable (Eau PPI). Les articles sont
séchés aprés nettoyage.

Le traitement chimique : la dépyrogénation s’effectue par des réactifs chimiques avec des
agents alkylants, oxydants ou réducteur fort capable d’éliminer les pyrogenes. Il est suivi d’un
chauffage ou non et d’un ringage terminal avec de I'eau PPl. Un contrble pour détecter
d’éventuelles traces de résidu chimique est fait aprés le traitement.

Toutes ces méthodes de dépyrogénation doivent étre validées avant leur mise en application.

[1.L1.4.2 Validation de la méthode de dépyrogénation

La validation de la méthode s’effectue en ajoutant a la charge a stériliser des indicateurs
d’endotoxines aux points identifiés comme étant plus difficiles a dépyrogéniser. Ces
indicateurs sont des endotoxines bactériennes purifiées, ils sont identifiés par leur numéro de
lot, le genre et I'espéce bactérienne. Leur activité spécifique doit étre indiquée en unité
internationale par gramme ou par récipient.

Les indicateurs d’endotoxines sont utilisés pour mesurer la réduction ou l'inactivation des
endotoxines qu’assure la méthode de dépyrogénation. lls sont soit préts a I'emploi et se
présentent sous forme d’ampoules, de flacons ou d’autres formes pré-ensemencées avec une
guantité d’endotoxines connue ou soit I'indicateur est préparé a facon et ce sont des articles
gui sont ensemencés en surface avec une quantité d’endotoxine connue. Le type de support
utilisé doit étre représentatif de I'article a dépyrogéniser.

La méthode est validée par deux procédures d’essai: I'essai de récupération et I'essai de
réduction de I'’endotoxine.

L'essai de récupération de I'endotoxine est effectué sur les indicateurs d’endotoxine non
soumis aux méthodes de dépyrogénation pour calculer le pourcentage de récupération et de
vérifier les interférences avant de réaliser la dépyrogénation. Si le taux de récupération ne
permet pas de démontrer une réduction de 3 log10, la quantité d’endotoxine doit étre ajustée.
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L’essai de réduction de I'endotoxine est fait sur des articles contaminés par une quantité
d’endotoxine connue et placés dans la charge a tester. Les quantités d’endotoxines sont
évaluées avant et apres dépyrogénation selon la méme méthode validée.

[I.2  Les contréles sur le produit fini

[1.2.1 Mirage

Le mirage est une méthode de détection visuelle de la présence de particule visible dans le
récipient final du médicament injectable. Le mirage peut étre manuel effectué par un
personnel habilité ou automatisé. La totalité du lot est contrélée, environ 1000 unités/heure
pour une inspection manuelle et 18000 unités/heure pour une inspection automatique.

[1.L2.1.1 Mirage manuel

Le mirage manuel est effectué par un personnel formé et habilité a I'aide d’'un appareil de
mirage.

L’appareillage est composé d’un poste d’observation comprenant :

- Un panneau noir mat placé en position verticale

- Un panneau blanc anti éblouissant en position verticale a c6té du panneau noir

- Une rampe d’éclairage orientable comprenant une source de lumiere blanche
protégée et un diffuseur approprié.

Le mode opératoire

- Lerécipient est agité doucement ou renversé avec précaution en évitant la formation
de bulles d’air.

- Il est observé pendant 5 secondes environ contre le panneau blanc puis contre le
panneau noir.

- La présence de toute particule est notée.

Habilitation du personnel
Le personnel doit justifier d’'une formation et d’aptitude pour étre habilité au mirage.

- Un examen de la vue est obligatoire et il doit avoir un certificat d’aptitude au poste.

- Avoir une formation lui permettant de connaitre les principes d’inspection visuelle et
d’apprentissage des défauts.

- Il doit étre formé a I'apprentissage de la méthode sur un équipement qualifié et a
détecter les particules en conditions réelles avec un kit de certification avec différents
types de défauts.

L'aptitude du personnel a détecter les défauts est validée par une évaluation pratique.
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[1.L2.1.2 Le mirage automatique

Il est effectué par un automate qualifié et validé.

[1.2.2 Test de stérilité

L'essai de stérilité permet de vérifier 'absence de microorganismes viables dans les
préparations et produits stériles avant leur commercialisation. Selon la pharmacopée
européenne (chap 2.6.1), il s’effectue sur un échantillon représentatif du lot et dans des
conditions aseptiques. L'essai peut étre réalisé par la technique de filtration sur membrane ou
par ensemencement direct du milieu nutritif par le produit a examiner. A chaque fois que la
nature du produit le permet (préparation aqueuse filtrable, alcoolique ou huileuse, soluble
dans les solvants aqueux ou huileux), la filtration sur membrane est la méthode utilisée. Seule
la méthode de filtration sur membrane est décrite pour la suite.

Matériels :
Milieux de culture :
- Miilieu liquide thioglycolate
Permet la recherche des bactéries aérobies et anaérobies.
La Rosazine présente dans ce milieu est oxydée en présence de I'oxygéne et se colore en rose.
Incubation : 30 — 35°C
Ph:7,1+/-0,2
- Milieu liquide a I’hydrolysat de caséine et de soja (TSA)
Permet la recherche de levures, moisissures et des bactéries aérobies
Incubation : 20 - 25°C
Ph:7,3+/-0,2
Pompe et membrane

La filtration est faite avec pompe a vide munie d’'un entonnoir sous une hotte a flux laminaire
de classe A. La membrane doit étre de porosité inférieure ou égale a 0,45 um dont
I’efficacité de rétention des microorganismes a été établie. Des
membranes de nitrate de cellulose sont utilisées pour les solutions aqueuses, huileuses ou
faiblement alcooliques et des membranes d’acétate de cellulose pour les solutions fortement
alcooliques. L’'emploi de membranes spéciales peut étre nécessaire pour certains produits
(exemple les antibiotiques). Selon le diametre des membres utilisées, le volume des dilutions
et des solutions de rincage doivent étre adaptés.

Echantillon: le nombre de récipients a examiner dépend de la taille du lot comme indiqué
dans le tableau 3 et les quantités minimales du produit a utiliser pour chaque milieu sont
définies dans le tableau 4.
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Tableau 3: nombre de récipients de I'essai de stérilité par taille du lot de médicament injectable.
source : La Pharmacopée Européenne (Ph. Eur.) 10e Edition - Direction européenne de la qualité du médicament & soins de

santé (edgm.eu)

Nombre d’unités du lot

Nombre minimale d’unités a examiner

Si <100 unités

10% des récipients avec un minimum de 4

Si entre [100 — 500] unités

10 récipients

>500 unités

2% des récipients avec un minimum de 20 (
ou 10 si grand volume)

Tableau 4: Quantité minimale d’échantillon a utiliser pour chaque milieu pour I'essai de stérilité

La Pharmacopée Européenne (Ph. Eur.) 10e Edition - Direction européenne de la qualité du médicament & soins de santé

(edam.eu)

Quantité par récipient

Quantité minimale a utiliser pour chaque milieu

<1 mL

Contenu total

Entre 1 et 40 mL

La moitié mais pas moins que 1 mL

Liquides Entre 40 et 100 mL

20 mL

>100 mL

10% mais pas moins que 20 mL

Liquides antibiotiques

1mL

Préparation insoluble a mettre en
suspension ou émulsion

Contenu total du flacon de fagon a obtenir 200
mg

<50 mg Contenu total

Solides Entre 50 et 300 mg La moitié mais pas moins que 50 mg
Entre300et5¢g 150 mg
>5g 500 mg
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Méthode

Avant la réalisation de I'essai de stérilité, les milieux de culture doivent étre validité par un
essai de fertilité et I'applicabilité de la méthode vérifier sur le produit a analyser.

Pour la réalisation des essais de fertilité et d’applicabilité de la méthode, des souches
bactériennes les plus fréquemment rencontrées dans les lignes de production sont utilisées.
Ces souches bactériennes sont décrites dans le tableau 5.

Tableau 5: Souches microbiologiques pour essai de fertilité des milieux de cultures et d’applicabilité
de la méthode

La Pharmacopée Européenne (Ph. Eur.) 10e Edition - Direction européenne de la qualité du médicament & soins de santé

(edgm.eu)

Microorganismes Souches

Bactéries aérobies Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Pseudomonas
aeruginosa

Bactérie anaérobie Clostridium sporogenes

Moisissures et levures Candida albicans, Aspergillus brasiliensis

Essai de fertilité des milieux de culture

L’essai de fertilité est réalisé pour chaque nouveau lot et peut étre fait en méme temps que
I'essai de stérilité. Il permet de vérifier que le milieu de culture utilisé permet le
développement des microorganismes s’ils sont présents.

Méthode :

Des petites fractions séparées d’échantillons liquides du milieu thioglycolate sont ensemencés
avec chacun des microorganismes (Clostridium sporogénes, Pseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus aureus). Le milieu d’hydrolysat de caséine de soja est ensemencé avec
Aspergillus brasiliensis, Bacillus subtilis et Candida albicans en utilisant une fraction séparée
du milieu pour chacune des espéces.

Les bactéries sont incubées pendant 3 jours au maximum et les levures/moisissures pendant
5 jours au maximum.

Résultat et interprétation :

Les milieux conviennent si une croissance des microorganismes est clairement observable :
les milieux sont fertiles et peuvent étre utilisés pour I'essai de stérilité.
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Essai d’applicabilité de la méthode

L’essai permet de vérifier que le produit a analyser (le médicament) n’a pas une action
antimicrobienne qui empécherait la détection de la présence de microorganisme.

L’essai d’applicabilité de la méthode est réalisé lorsque I'essai de stérilité doit étre appliqué a
un nouveau produit et a chaque fois qu’une modification est apportée aux conditions
expérimentales. Il peut étre réalisé au méme moment que I'essai de stérilité du produit a
examiner.

Méthode :

On procede comme pour la réalisation de I'essai de stérilité du produit a analyser en y
apportant des modifications. Lors de la filtration sur membrane, une fois, le contenu de
chaque récipient est filtré, on ajoute une quantité de microorganismes viables. On procéde de
méme pour chagque souche microbiologique (les mémes utilisées pour I'essai de fertilité). En
paralleles, I'essai de fertilité est réalisé et constitue le témoin positif.

Tous les récipients sont incubés pendant 5 jours maximum.

Résultats et interprétation :

Apres incubation, si on observe des colonies visuellement comparables a celles obtenues avec
le témoin positif, alors le produit ne possede pas d’activité antimicrobienne dans les
conditions de I’essai ou son activité antimicrobienne a été éliminée de fagon satisfaisante. Et
si on n’obtient pas une croissance microbienne comparable du témoin positif, le produit
posséde une activité antimicrobienne qui n’a pas été éliminée de fagon satisfaisante. Dans ce
cas-ci, il faut modifier les conditions de I'essai pour éliminer I'activité antimicrobienne et
répéter 'essai d’applicabilité de la méthode.

Essai de stérilité

La méthode de filtration sur membrane est la méthode privilégiée a chaque fois que la nature
du produit le permet.

Méthode :

Le contenu du ou des récipients a analyser sont transvasés dans |'appareil de filtration apres
les avoir dilués si nécessaire avec un diluant stérile pour obtenir le méme volume que pour
I’essai d’applicabilité de la méthode et sont filtrés immédiatement. Un minimum de quantité
du produit a analyser est utilisé comme décrit dans le tableau 4. Si le produit posséde une
activité antimicrobienne, la membrane est rincée au moins trois fois en filtrant a chaque fois
le diluant utilisé. La membrane est ensuite transférée dans le milieu de culture dans des
conduits aseptiques. Les poudres solubles, sont d’abord dissoutes dans le solvant approprié
(le solvant fourni, I'eau pour préparation injectable, etc.) avant de procéder a la filtration. Les
solutions huileuses de faible viscosité peuvent étre filtrées sur une membrane seche. Les
huiles visqueuses, les pommades et crémes sont diluées avec un diluant approprié (myristate
d’isopropyle par exemple) avant de les filtrer. Les milieux sont incubés a 37 °C pendant 14
jours.

La méthode par ensemencement directe est utilisée quand la filtration sur une membrane du
produit n’est pas possible. Les quantités minimales d’échantillon comme indiqué dans le
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tableau 4, sont ensemencées directement avec le milieu de culture. Les quantités
ensemencées ne doivent pas dépasser 10 pour cent du volume du milieu. Si le produit posséde
une activité antimicrobienne, elle doit étre neutralisée avant l'essai en utilisant un
neutralisant approprié ou en effectuant une dilution avec le milieu de culture. Pour les liquides
huileux, le milieu est additionné d’un agent émulsionnant a une quantité approprié déterminé
lors de I'essai d’applicabilité (ex : Polysorbate 80). Les pommades et créemes sont mises en
émulsion dans un solvant stérile contenant I'agent émulsionnant. Les milieux de cultures sont
incubés pendant au moins 14 jours.

Résultats et interprétation :

Les milieux sont examinés plusieurs fois pendant et en fin d’incubation afin de détecter les
signes de croissance microbienne. Si le produit induit une turbidité du milieu entrainant une
impossibilité de détecter une éventuelle croissance microbienne aprés les 14 jours
d’incubation, I'essai est refait. Des échantillons du milieu trouble (environ 1 mL) sont prélevés
puis transférés dans de nouveaux récipients contenant le méme milieu de culture initial.
Ensuite le milieu trouble et les nouveaux récipients sont incubés pendant 4 jours au minimum.

Siaucun signe de croissance microbienne n’est observé, le produit a examiner satisfait a I’essai
de stérilité : le produit est stérile.

Si une croissance microbienne est observée le produit ne satisfait pas a I'essai de stérilité s’il
n’est pas clairement démontré que |'essai est non valide indépendamment du produit : le
produit n’est pas stérile.

L'essai est considéré comme non valide si une ou plusieurs conditions suivantes sont
réalisées :

- Les résultats du contréle microbiologique des équipements servant aux
essais de stérilité font apparaitre une anomalie.

- L'examen de la procédure expérimentale utilisée pour effectuer I’essai en question
fait apparaitre une anomalie.

- Une croissance microbienne est observée pour les témoins négatifs.

- Apres l'identification des microorganismes isolés au terme de |'essai, il apparait que la
croissance de cette (ces) espeéce(s) est, sans aucun doute possible imputable au
matériel ou a la technique utilisés pour la réalisation de I'essai de stérilité.

Si I'essai est considéré non valide, il est refait avec le méme nombre d’échantillons. Si une
croissance microbienne n’est pas observée, le produit a examiner satisfait a I’essai et si une
croissance microbienne est de nouveau observée alors le produit a examiner ne satisfait pas
a 'essai de stérilité.

La production de médicaments injectables est un processus qui nécessite une rigueur, le
respect des normes et des modalités qui permettent d’assurer leur qualité et leur innocuité.
Les essais stérilité et d’endotoxine et le mirage sont les derniers outils de vérification sur le
produit fini, c’est pour cela qu’ils doivent étre réalisés et interprétés par un personnel
compétant. L'essai de stérilité et le mirage sont décrits dans cette partie, et I'essai des
endotoxines bactériennes sera décrit dans la partie IV. Mais tout d’abord les endotoxines et
leurs toxicités seront définis.
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Endotoxines bactériennes

I1.1 Historique/ Endotoxine

Le terme pyrogéne est utilisé pour la premiere fois en 1860 par BURDON Sanderson pour
décrire toute substance induisant la fievre.

En 1883, Mr GRAM met en point une méthode de coloration de la paroi des bactéries
permettant de distinguer deux groupes de bactéries : les Gram positives et Gram négatives.
Les deux groupes de bactérie different par la structure de leur paroi par conséquent une
pathogénicité différente (Figure 9).
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Figure 9: Organisation de la paroi bactérienne : Gram négative vs Gram positive (Dreamstime.com)

En étudiant le Choléra en 1890, Richard PFEIFFERT découvre une toxine qui n’est pas secrétée
dans I'environnement, mais encrée a la paroi du Vibrio Cholerae et le nomma « endotoxine ».

La relation entre la fiévre et les produits d’origine bactérienne dans les produits injectables
sera établie en 1925 par Florence SEIBERT. Elle confirme le facteur responsable : une
substance bactérienne des bactéries a Gram négative.

Ce n’est que 15 ans plus tard qu’une étude de la FAD (food administration and drug) est
réalisée en injectant des filtrats de bactéries a Gram négative aux lapins. Cette étude a permis
de mettre en place un protocole d’essai des substances pyrogenes et d’établir ses criteres
d’acceptation. L'essai sur les lapins sera détaillé dans la partie détection des endotoxines.

En 1977, le test de lysat d’amoebocytes limule (LAL) est utilisé comme test alternative a I'essai
sur le lapin pour I'essai d’endotoxine. COOPER & LEVIN & WAGNER ont effectué plusieurs tests
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comparatifs entre I'essai sur le lapin et I'essai LAL des endotoxines d’Escherichia coli et
Klebsiella spp. Mais avant cette étude sur les LAL, plusieurs autres découvertes ont été faites.
D’abord HOWELL, découvre en 1885 que les limules mouraient par coagulation intravasculaire
lorsqu’elles sont infectées par des bactéries a Gram négative et met en évidence le réle
primordial des amoebocytes de I’"hémolymphe de limule dans cette coagulation. Par la suite
LEVIN, découvre 1956 que les amoebocytes sont les seules cellules circulantes de
I’'hémolymphe de limule et confirme leur réle dans la coagulation intravasculaire disséminé
(CIVD) en injectant le Vibrio cholerae au limulus polyphemus. Des études effectuées par LEVIN
et BANG entre 1960-1968 ont mis en évidence la relation de proportionnalité entre le taux de
gélification du lysat, la turbidité du mélange et la concentration des endotoxines et ont rendu
possible I"utilisation du LAL pour la détection des endotoxines.

1.2 Définition :

Les endotoxines bactériennes sont des lipopolysaccharides (LPS) présents sur la membrane
des bactéries a Gram négatif et des cyanobactéries. Les lipo polysaccharides sont la définition
biochimique des endotoxines. Les LPS sont constitués d’'une région polysaccharidique a
longues chaines et de I'antigene O constitué d’unités oligosaccharidiques, qui sont liées par
un lipide spécifique, le lipide A de la membrane externe des bactéries a Gram négative. (figure
9).

Les LPS jouent un role sur la protection de la bactérie :

- La partie hydrophile se polymérise et leur permet de s’adapter sur différents supports
(verre, plastique, etc.).

- Les chaines O-Spécifiques sont immunogenes et sont a l'origine de la réaction
immunitaire chez I'héte.

- Lelipide A est responsable de I'activité immunostimulante.

Le lipide A est libéré apres la mort cellulaire bactérienne et il est responsable de I'effet
pyrogene, du choc septique et de la dégradation de I'état général pouvant entrainer la mort.
Le lipide A est composé d'une partie hydrophile chargée négativement constituée de
diglucosamine bisphosphorylée et d’une partie hydrophobe composée de chaines acyclique
liées par des liaisons amides et esters. Grace a la spécificité de sa structure, le lipide A est
responsable de la spécificité de la réponse immunitaire et de I'affinité de la structure de LPS
avec les récepteurs chez I'héte.

La partie hydrophile est le noyau du LPS, elle est constituée de polysaccharides. Son extrémité
interne est directement liée au lipide A et I'extrémité externe comporte le site de fixation de
I’antigéne O spécifique.

Les chaines O spécifique (I'antigéne O) sont exposées a lI'environnement externe des
bactéries. L'antigéne O permet a la bactérie d’échapper a la réponse immunitaire de I'hote.
Cette région est variable, ils peuvent exister sous plusieurs variants chez la méme espéce (plus
de mille variants distincts chez Salmonella) mais cette région peut aussi ne pas exister dans
certains LPS.
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Figure 10: Structure des endotoxines (2)

Les endotoxines ne sont pas les seules substances pyrogenes, il existe d’ autres

d’origine virale, minérale ou microbienne (toxine de Staphylococcus aureus,

pyrogénes
levures,

moisissures) mais elles restent de loin les pyrogenes les plus puissants et stables. Dans cette

these, uniquement les pyrogenes endotoxiniques seront abordés (figure 11).
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[11.3 Toxicité des endotoxines :

Les endotoxines présentent dans les préparations injectables sont toxiques méme a I'état de
trace, ce sont des éléments pyrogenes entrainant des réactions inflammatoires importantes.

IIs sont difficiles a éliminer car ils sont :

- Insolubles dans I'alcool

- Solubles dans I'eau

- Thermostables, résistent a des températures élevées

- Non retenus par les procédés de filtration stérilisante

- Non détruits par les procédés de stérilisation terminale

Au cours d’un processus infectieux, lors de la lyse cellulaire des bactéries a Gram négatif, les
LPS sont libérés dans I'environnement. En accédant au sang de ’lhomme, les LPS peuvent
entrainer une endotoxémie (présence d’endotoxine dans le sang). Les LPS peuvent affecter le
fonctionnement des organes, augmenter la température corporelle, induire wun
dysfonctionnement des réactions inflammatoires via I'induction de la libération massive des
cytokines inflammatoires (interleukines, facteur de nécrose tumorale,). La suractivation de la
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réponse immunitaire innée entraine un syndrome inflammatoire systémique, une coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD), une augmentation de la perméabilité des vaisseaux
sanguins, une vasodilatation et une hypotension a I'origine d’un choc systémique.
L'endotoxémie peut étre d’origine métabolique caractérisée par une absence d’infection
bactérienne évidente avec une réaction inflammatoire de bas grade, dans ce cas I’endotoxine
provient principalement de la flore bactérienne (flore intestinale, flore buccale, ...) ou alors
I’endotoxémie est induite par une infection bactérienne sévere, souvent d’origine exogene.
Dans I'endotoxémie métabolique les bactéries de la flore libérent les endotoxines lors de la
lyse cellulaire qui peuvent traverser les barriéres physiologiques pour atteindre la circulation
sanguine. Ces mécanismes de passage peuvent étre :
- La co-absorption : transport facilité des LPS par les chylomicrons lors de la digestion
des lipides.
- La diffusion passive entre les cellules épithéliales de la barriere intestinale : c’est un
phénoméne hyperperméabilité.
- Translocation bactérienne observée lorsque la muqueuse est agressée permettant le
passage des LPS dans les ganglions mésentériques puis dans les organes.

Nous allons nous intéresser a I’'endotoxémie d’origine exogene plus précisément celle induite
par les médicaments injectables contaminés.

V. Méthodes de recherche des endotoxines

Au fil des années, plusieurs méthodes de détection des endotoxines dans les préparations
injectables ont vu le jour. Le premier test utilisé est I'essai sur le lapin qui est un test in vivo.
Par la suite, le test in vitro LAL a été utilisé pour la détection des endotoxines. Les tests LAL
présentent plusieurs avantages par rapport au test in-vivo notamment en évitant |'utilisation
des lapins. Cependant, les tests LAL présentent aussi des limites comme la présence
d’interférences pouvant fausser les résultats. D’autres méthodes plus récentes sont aussi
utilisées comme le test d’activation des monocytes (MAT) et le facteur C recombinant.

Ces différentes méthodes seront présentées par la suite.

V.1 Test pyrogene de lapin

Le test in vivo chez le lapin est la premiere technique standard approuvée par la FAD pour la
détection des endotoxines. L’essai est décrit dans la pharmacopée Européenne, Américaine
et Japonaise. Développé dans les années 1920, le test se base sur I’élévation de la température
chez le lapin induite par l'injection d’une solution témoin contenant I’endotoxine. En partant
d’un groupe homogene de lapin, deux groupes sont constitués. Un groupe A recoit en injection
la solution témoin et I'autre groupe B recoit la solution a tester. Le groupe A est le groupe
témoin, il permet de vérifier la réponse des lapins aprés une injection d’endotoxine donc
I’élévation de la température. Si on observe une élévation de température chez le groupe B,
il est conclu que le produit testé contient des endotoxines et dans le cas contraire, une
absence d’endotoxine.
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Le test pyrogene chez le lapin est un test qualitatif, il permet juste de conclure sur la présence
ou non d’endotoxines dans le produit testé. Le test est cher, les résultants sont longs et
I'utilisant des lapins cause un probleme d’éthique. Actuellement, le test pyrogéene n’est fait
qu’en complément des tests LAL sur les matériaux a la phase de développement des produits
parentéraux.

IV.2 Essai des endotoxines bactériennes (EEB) : LAL

L’essai des endotoxines bactériennes se base sur la réaction du lysat d’amoebocytes de limule
en contact des endotoxines.

L’essai des endotoxines bactériennes permet de détecter ou de quantifier les endotoxines des
bactéries a Gram négatif en utilisant le lysat d’amoebocytes de limule (LAL). Les tests in vitro
LAL remplacent le test de routine in vivo réalisé sur le lapin. Pour réaliser le test LAL trois
techniques sont décrites dans la pharmacopée européenne : la technique gel par induction
d’un gel, la technique turbidité (turbidité par clivage d’un substrat endogéne) et la technique
colorimétrique (coloration par clivage d’'un complexe peptide-chromogéene synthétique). Avec
ces trois techniques, 6 méthodes sont d’écrites dans le chapitre 6.2.14 de la pharmacopée
européenne, et ce chapitre fait I'objet d’harmonisation (Europe, Amérique, Japon).

- Méthode A : gélification : essai limite

- Méthode B : gélification : essai semi-quantitatif
- Méthode C: turbidité cinétique

- Méthode D : calorimétrie cinétique

- Méthode E : calorimétrie en point final

- Méthode F : turbidité en point final

Chacune de ses méthodes peut étre utilisée pour I'essai des endotoxines, mais s’il y a doute,
la méthode A doit étre privilégiée s’il n’y a pas de recommandation dans la monographie du
produit.

L'appareillage résistant a la chaleur (verrerie) est dépyrogéné dans un four a chaud pendant
30 min a 250° C au minimum. Cette méthode de dépyrogénation doit étre validée. Pour les
autres appareils qui ne résistent pas a la chaleur, 'absence d’interférence et de contamination
par les endotoxines doivent étre prouvées avant leur utilisation dans I'essai. Par rapport a
I’environnement et le personnel, les conditions de travail doivent permettre d’éviter toute
contamination par des endotoxines.

- Limule : présentation

La Limule communément appelée «crabe fer a cheval » est un arthropode de la classe des
Mérostomes, de I'ordre des Arachnides et de la famille des Limulidaes (figurel12). C'est un
fossile vivant marin agé de plusieurs millions d’années. Il existe plusieurs espéces de Limule :
Limulus polyphemus, Tachypleus tridentatus, Tachypleus gigas, Carcinoscorpus rotundicauta,
on les retrouve dans différentes régions du monde. Le genre Limulus est localisé sur la cote
Est d’Amérique et les genres tridentatus et Carcinoscorpus en Asie. Dans la pharmacopée
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européenne, |'essai des endotoxines sont d’écrits avec le lysat d’amoebocytes des especes
Limulus polyphemus et Tachypleus tridentatus.

Le sang de limule a la particularité de coaguler en contact des endotoxines, il a été prouvé que
les amoebocytes, les seules cellules circulantes de I’'hémolymphe de limule sont responsables
de cette réponse. Le sang de limule est bleu, il contient de I’'hémocyanine a la place de
I’'hémoglobine chez I’homme.
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Figure 12: Limule (Aquaportail)
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- Obtention du lysat d’'amoebocytes

Le lysat est obtenu a partir des cellules sanguines du sang de limule qui sont les amoebocytes.
Les limules sont acheminées au laboratoire pour prélever leur sang, 150 a 250 ml de leur sang
sont prélevés sous anticoagulant (figure 13). Si le sang de limule coagule pendant le
préléevement, I'échantillon ne pourra pas étre utilisé donc pour I'éviter, on leur injecte un
anticoagulant.

Le sang prélevé est centrifugé pour séparer les amoebocytes, le culot cellulaire est lavé et
ensuite les amoebocytes sont lysés. Le lysat est mis dans des flacons puis lyophilisé.

La sensibilité de chaque lot est mesurée pour éviter les interférences lors de la réalisation des
tests. La sensibilité est la quantité minimale d’endotoxine qui peut entrainer une coagulation
du lysat dans les conditions normales.
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Figure 13: Prélévement de sang de limule (fr.quora.com)

- Solution de Lysat

Le lysat d’amoebocytes est dissoute par faible agitation dans de I'eau EEB (eau pour essai des
endotoxines bactérienne) ou dans un tampon selon les recommandations du fabricant du lysat
pour obtenir une solution de lysat homogene. La solution de lysat est ensuite conservée selon
les recommandations du fabricant (au réfrigérateur ou congélateur). La solution de lysat
d’amoebocytes est le réactif de I'essai endotoxine bactérienne.

- Eau EEB

L’eau EEB est une eau qui n’a pas d’interférence avec le lysat d’amoebocytes. EEB peut étre
une eau pour préparation injectable ou obtenue par une autre procédée, mais justifiant une
absence d’interférence dans la limite de détection du réactif.

- Produit a analyser

Le produit a analyser est mis en solution, il est dilué (si liquide) ou dissout (si solide) dans de
I’eau EEB si la spécification le permet sinon une autre eau peut étre utilisée si elle est plus
appropriée. Le pH de la solution a analyser est ajusté par rapport a la solution de lysat pour
que les deux pH soient compris dans l'intervalle indiqué par le fabricant du lysat. Un acide et
une base, sous forme solide ou liquide ou un tampon peuvent étre utilisés pour ajuster le pH.
L’acide, la base ou le tampon doivent étre exempte d’endotoxine dans la limite détectable et
ne doivent pas étre source d’interférence. Ceci doit étre vérifié avant leur utilisation.

- Criteres de validité de la courbe d’étalonnage (pharmacopée Européenne chap 2.6.12)

La concentration limite en endotoxine (L.E.C) est le premier critére a déterminer. La LEC est la
limite en endotoxines d’'une substance administrée par voie parentérale, elle est calculée par
la formule suivante L.LE.C=K /M

K : dose en endotoxine en Ul d’endotoxine par poids corporel et par heure que I'on peut
administrer a un patient par voie parentérale sans effet toxique.
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K= 5 Ul/Kg.h par voie intraveineuse
K= 2.5 Ul/Kg.h produit de contraste IV
K=0.2 Ul/Kg.h par voie intrarachidienne

M : la dose maximale recommandée pour le produit en bolus par Kg de masse corporelle. Si le
produit est en injections rapprochées ou perfusion continue M est la dose maximale par
heure.

La concentration limite en endotoxine est définie pour chaque nouveau produit et dépend de
la voie d’administration.

La dilution maximale significative (D.M.S) est ensuite déterminée pour la gamme
d’étalonnage. Le DMS est la dilution maximale d’un échantillon a laquelle la limite en
endotoxine peut étre déterminée et calculée en utilisant la formule suivante. DMS=E.L.C /A

A : est la sensibilité du lysat pour la technique gélification, et la concentration la plus basse de
la courbe d’étalonnage pour les techniques turbidimétrique et calorimétrique. Elle est
exprimée en Ul/mL.

- Les solutions d’étalon d’endotoxine

La solution mére d’endotoxine est obtenue a partir d’une solution référence d’endotoxine qui
est étalonnée par rapport a I'étalon international. La teneur en endotoxine est exprimée en
unité internationale Ul. Des kits d’endotoxine pour PPC (produit positif control) sont
disponibles a la vente. A partir de la solution mére d’endotoxine une série de dilution
successive est faite avec de I'’eau EEB. La gamme d’étalon va dépendre de la sensibilité du lysat
de la DMS et de la technique utilisée.
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IV.2.1 Technique GEL (Méthode A et B)

La technique de gélification permet la détection (méthode A) ou la quantification (méthode
B) des endotoxines par la capacité du lysat d’amoebocytes de coaguler en contacte de
I’endotoxine. Lorsque les cellules d’amoebocytes sont en contact avec I'endotoxine, une
cascade enzymatique passant par |’activation du facteur C (FC), transforme la coagulogene en
coaguline (et peptide C) qui entraine la formation de gel (coagulation). Le mécanisme de cette
technique est décrit dans la figure 14.

Caogulogéne I Coaguline I

Gel

Figure 14: Réaction de gélification induite par les endotoxines

Avant la réalisation du test pour chaque nouveau lot de LAL certains contréles sont a effectuer
avant le premier essai pour valider la méthode. Ces contréles permettront de confirmer la
sensibilité déclarée du lysat (A) et vérifier I'absence d’interférence entre le produit a analyser
et le lysat.

- Vérification de la sensibilité du lysat A

La sensibilité déclarée est vérifiée pour chaque nouveau lot ou si des modifications sur les
conditions de I’essai peuvent influer sur les résultats. La solution mére d’endotoxine est diluée
avec de I'eau EEB de telle sorte a avoir 4 concentrations successives égalent a 2A, 1A, 0.5\ et
0.25\. Chaque concentration d’endotoxine est répliquée en 4 exemplaires, on obtient
finalement 16 tubes. On ajoute dans chaque tube 100 u de la solution de lysat d’amoebocytes
(si le lysat est lyophilisé dans des flacons ou ampoules, on ajoute directement les solutions
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d’endotoxine dans le flocon ou ampoule) en suite le mélange est incubé a une température et
a une durée, indiquées par le fabricant en évitant les vibrations. Le plus souvent, le mélange
est a incuber a 37 °C+/- 1° C pendant 60 min +/- 2min. La composition des tubes est
schématisée dans la figure 15.

D
- - >
Solution
\ C= C=
mére = 1A
d’endoto 0.5\ 0.25\
xine
N—— S———— N——
X4 X4 Xa X4

Figure 15: Préparation des solutions pour vérification de la sensibilité déclaré de la méthode de
gélification

Pour le résultat, les tubes sont sortis de I'incubateur un a un, ils sont incurvés de 180° d’un
seul mouvement, si un gel se forme et reste au fond du tube le test est positif, si pas de
formation de gel le test est négatif.

La validité de I'essai est approuvée que si le test est négatif sur les 4 exemplaires de
I’échantillon avec la plus faible concentration (0.25A).

Pour valider ou non la sensibilité déclarée, la concentration au point final de chaque série de
dilution est calculée, ensuite leur moyenne logarithmique déterminée et enfin la moyenne
logarithmique de concentration au point finale est calculée en prenant I'antilog de la moyenne
logarithmique en utilisant la formule suivante.

Xe
Moyenne géométrique des concentrations au point final= Antilog 7

La concentration au point final est la plus faible concentration dans une série de dilution de
solution d’endotoxine entrainant une gélification en contact avec le lysat.

Ye=logarithme de la somme des concentrations au point final

f= nombre d’exemplaires
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Le résultat obtenu est la sensibilité mesurée du lysat, elle est exprimée en Ul/mL.

Interprétation : si la sensibilité mesurée est comprise entre [0.5 A - 2 A] bornes incluses, la
sensibilité déclarée est confirmée pour ce lysat.

- Vérification des facteurs d’interférence

Les facteurs d’interférences sont tous les éléments pouvant influer la réponse du lysat
d’amoebocytes en présence ou en absence d’endotoxines. Ces éléments peuvent étre
activateurs ou inhibiteurs de cette réponse. La recherche d’interférence sur une solution a
examiner est effectuée a chaque fois qu’une modification pouvant influer sur les résultats de
I’essai est faite. Avant la recherche d’interférence, la vérification de la sensibilité déclarée est
toujours faite en premiere.

Pour la vérification d’interférence, quatre solutions distinctes de mélange différent sont
formées : la solution 1 contient que I’échantillon a analyser et est reproduite en 4 exemplaires.
La solution 2 contient I’échantillon a analyser et I'endotoxine concentré a 2 A, elle est ensuite
diluée pour obtenir 4 concentrations (2A, 1A, 0.5A et 0.25A) qui sont répliquées en 4
exemplaires chacune. La solution 3 contient uniquement I'endotoxine concentré a 2 A, elle
est diluée dans de I'eau EEB pour obtenir 4 concentrations (2A, 1A, 0.5A et 0.25A) qui sont
dupliquées chacune. La solution 4 est de I’'eau EEB qui est ensuit dupliquée.

Les échantillons sont préparés comme dans la figure 16.
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Echantillon

a analyser

Solution 1 X4

—-—
Eau EEB +
endotoxine C= 1A
a2
Solution 3 X2 X2
—-—
Echantillon
a analyser + C= 1A
endotoxine
a2a
Solution 2 X4 X4 Xa X4

Eau EEB )

Solution 4 X2

Figure 16: Préparation des solutions pour la recherche d’interférence pour la méthode de gélification

La solution 2 est le controle d’interférence, la solution 3 est le témoin de la sensibilité déclarée
(gsamme d’étalon identique a celle pour la vérification de la sensibilité) et la solution 4 est le
témoin négatif.

Réalisation :

100uL de LAL sont ajoutés dans chaque tube avant incubation a 37 °C pendant 60 min. Les
tubes sont ensuite retournés d’un mouvement a 180°. Si un gel solide est formé et reste au
fond du tube, le résultat est positif au cas contraire, il est négatif.
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Interprétation

- Le test est valide que si tous les exemplaires des solutions 1 et 4 sont négatifs et que
les résultats de la solution 3 confirme la sensibilité déclarée.
- Lasensibilité déclarée du lysat est vérifiée dans les solutions 2 et 3 en utilisant la méme

Ye
formule (moyenne géométrique au point final= Antilog 7 ).

- Sila valeur trouvée pour la solution 2 est comprise entre [0.5 A - 2 A] bornes incluses,
I’échantillon analysé ne présente pas d’interférence avec le LAL dans les conditions
expérimentales, si la valeur est en dehors de cet intervalle, il y a interférence.

S’il y a interférence et que la plus grande dilution est inférieure a la DMS, on peut refaire la
méme série d’essai en augmentant la dilution sans dépasser la DMS.

Un lot de LAL de sensibilité plus élevée permettrait d’avoir une DMS plus importante et les
dilutions pourront étre plus poussées permettant d’éliminer les interférences.

Une fois, les controles préliminaires sont effectués et que la sensibilité déclarée est confirmée
et la présence d’interférence exclue, I'essai de recherche d’endotoxine peut étre fait.

IV.2.1.1 Gélification : Méthode A (essai limite)

C'est la méthode de référence de I'essai des endotoxines. Le principe est la détection
d’endotoxine par la formation de gel induit par 'endotoxine en contact avec le LAL. Le résultat
de I'essai nous permet juste de statuer sur la présence ou non d’endotoxines dans I’échantillon
a analyser.

- Réalisation

On prépare quatre solutions de composition différentes. La solution 1 est I’échantillon a
analyser. La solution 2 contient I'échantillon a analyser dans laquelle on ajoute I'endotoxine a
2 A. La solution 3 est une solution d’endotoxine a 2 A dans de I'eau EEB et la solution 4 est de
I’eau EEB. Les solutions 1 et 2 sont préparées en utilisant des dilutions inférieures ou égales a
la DMS. Chaque solution est dupliquée en 2 exemplaires et dans chaque exemplaire, on ajoute
100 uL de LAL, puis ils sont incubés a 37° C pendant 60 min. La formation de gel est vérifiée en
inclinant les tubes d’'un mouvent a 180°. Si un gel solide se forme et reste au fond du tube, le
test est positif au cas contraire, il est négatif. La solution 2 est le témoin positif produit, la
solution 3 est le témoin positif et la solution 4 est le témoin négatif. La préparation des
échantillons est décrite dans la figure 17.
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Figure 17: Préparation des solutions pour I'essai gélification par la méthode A
Validité de I'essai

Les résultats obtenus avec les 2 exemplaires des solutions 2 et 3 sont positifs et les résultats
des 2 exemplaires de la solution 4 sont négatifs.

- Interprétation

L’échantillon a analyser satisfait a I'essai si les 2 résultats obtenus avec la solution 1 sont
négatifs : il n’y a pas d’endotoxines détectables dans la solution analysée.

L’échantillon a analyser ne satisfait pas a I'essai si les 2 résultats ou un des 2 résultats de la
solution 1 sont positifs. Dans ce cas-ci, si les dilutions sont inférieures a la DMS, on peut refaire
I’essai en augmentant les dilutions sans dépasser la DMS.

IV.2.1.2 Gélification : Méthode B (essai semi-quantitatif)

En plus de la détection, cette méthode permet une quantification des endotoxines dans la
solution. La concentration d’endotoxines est quantifiée par les concentrations au point final.

- Réalisation

4 solutions sont préparées comme dans I'essai limite et les solutions 2 et 4 sont dupliquées.
La solution 1 est la solution avec laquelle les recherches d’interférences ont été faites, elle est
ensuite diluée successivement a % avec de l'eau EEB pour obtenir 4 concentrations
différentes. La solution 3 est aussi diluée successivement a % pour obtenir des concentrations
de 2 A, 1A, 05Aet0.25 A qui sont ensuite dupliquées.

Les dilutions de la solution 1 doivent étre inférieures ou égales a la DMS. La préparation des
solutions est décrite dans la figure 18.
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Echantillon Fd=4 d= Fd= facteur
a analyser B Fd=2 Fd=8 de dilution
Solution 1 X2 X2 X2 X2

Echantillon

a analyser +

endotoxine
az2a

Solution 2 X2

-
Eau EEB +
endotoxine C= 1A
a2a
Solution 3 X2 X2 X2 X2

Eau EEB -

Solution 4 X2

Figure 18: Préparation des solutions pour I'essai de gélification par la méthode B

Dans chaque tube, on ajoute le LAL avant incubation a 37 °C a 60 min. La formation de gel est
vérifiée par retournement d’un trait a 180° des tubes, si un gel solide se forme et reste au fond
du tube le test est positif au cas contraire, il est négatif.

- Validité du test
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Les 2 résultats obtenus avec la solution 2 (témoin positif produit) sont positifs.
Les 2 résultats obtenus avec la solution 4 (témoin négatif) sont négatifs.

La moyenne géométrique des concentrations au point final obtenue avec les solutions 3 est
comprise entre [0.5A- 2A] bornes incluses.

- Résultat

La concentration en endotoxines de I’échantillon a analyser est la concentration au point final
des gammes de solution. Si la solution 1 était prédiluée pour I'essai, la concentration au point
final des gammes est multipliée par le facteur de dilution pour obtenir la concentration en

endotoxines dans I’échantillon a analyser. La moyenne géométrique des concentrations au

Ye
point final est calculée avec la formule décrite dans les essais préliminaires (= Antilog T , >e=

logarithme de la somme des concentrations au point finale, f= nombre d’exemplaires)
- Interprétation

Si la concentration en endotoxines des gammes de |’échantillon a analyser est inférieure a la
limite spécifiée par la monographie, I’échantillon a examiner satisfait a |'essai.

La concentration en endotoxines est inférieure a la sensibilité déclarée (A) si toutes les
dilutions de I’échantillon a analyser donnent un résultat négatif. Et si I'échantillon est prédilué
la concentration en endotoxines est inférieure au plus petit facteur de dilution multiplié par
la sensibilité déclaré (A).

Si toutes les gammes de dilution de I’échantillon a analyser donnent un résultat positif, la
concentration en endotoxines est supérieure ou égale au plus grand facteur de dilution
multiplié par la sensibilité déclarée (A). Et si I’échantillon a analyser est prédilué, on multiplie
en plus par le facteur de dilution initial pour avoir la concentration en endotoxines.

Les méthodes gélification (A : qualitative et B : semi-quantitative) sont trés sensibles pour la
détection des endotoxines, mais ne permettent pas de les quantifier. Les méthodes
calorimétriques et de turbidité permettent une quantification des endotoxines.
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IV.2.2 Essais quantitatifs (Méthode C, E, F et D)

Les méthodes quantitatives permettent de quantifier les endotoxines présentes dans
I’échantillon a analyser. Les méthodes E (calorimétrie en point final) et D (calorimétrie
cinétique) sont des techniques chromogéniques et les méthodes C (turbidité en point final) et
F (turbidité cinétique) des techniques turbidimétriques. Des contréles préliminaires sont a
faire avant d’effectuer I'essai pour ces deux techniques. Les principes des essais seront
détaillés par la suite mais ces techniques peuvent étre automatisées.

IV.2.2.1 Les controles préliminaires

Pour les techniques turbidimétrique et chromogénique certains critéres sont a vérifier pour
chaque nouveau lot de lysat et si des changements dans les conditions expérimentales
pouvant modifier le résultat sont apportés. Les criteres de validité de la courbe d’étalonnage
et I'absence d’interférences dans la solution a analyser sont a vérifier avant d’effectuer I’essai.
Ces vérifications permettent de valider et de s’assurer de la fidélité de I'essai.

- Critéres de validité de la courbe d’étalonnage

La validité de la courbe d’étalonnage est vérifiée pour chaque nouveau lot de lysat. Le temps
de réaction (Tr) nécessaire pour atteindre une absorbance prédéfinie, I'apparition de la
turbidité (technique turbidimétrique) ou de la coloration jaune (technique chromogénique)
est inversement proportionnelle a la concentration en endotoxine, c’est-a-dire plus la
concentration en endotoxines est importante plus le temps d’apparition de la turbidité ou de
la coloration jaune est plus rapide.

Les solutions sont préparées comme suit: 3 solutions de concentrations différentes en
endotoxines, mais comprises dans lintervalle de concentration voulue (indiqué par le
fabricant du lysat) sont préparées puis chaque solution est répliquée en 3 exemplaires au
minimum. Les solutions d’endotoxines sont diluées avec de I'’eau EEB, les 9 tubes ainsi qu’un
tube contenant que I’eau EEB (le blanc) sont lus par un photomeétre a une longueur d’onde
donnée (450 nm). La courbe d’étalonnage est obtenue par régression linéaire du log du temps
de réaction en fonction du log de la concentration en endotoxines des solutions étalon et on
obtient ainsi une droite.

Les critéres de la courbe d’étalonnage sont validés que si la valeur absolue du coefficient de
corrélation de la droite est supérieure ou égale a 0.980 dans l'intervalle de concentration
voulue.

- Recherches d’interférences

Pour la recherche d’interférences, 4 solutions sont préparées et chacune répliquée en 2
exemplaires au minimum. La solution 1 ne contient que I’échantillon a analyser a une dilution
n’excédant pas la DMS. La solution 2 est constituée de I'échantillon a analyser a la méme
dilution que dans la solution 1 avec une concentration en endotoxines équivalent a la
concentration médiane de la courbe d’étalonnage (ou s’en rapprochant le plus possible). Les
solutions 3 sont diluées dans le I’eau EEB, elles sont au moins 3 concentrations en endotoxines
différentes dont la plus faible est A. Ces 3 solutions sont les méme que celles utilisée pour la
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vérification des criteres de validité de la courbe d’étalonnage. La solution 4 est uniquement
de 'eau EEB. Ces solutions sont préparées selon les recommandations du fabricant du lysat
qui fournit les instructions avec le kit de test (figure 19).

Les solutions 3 sont les témoins positifs et la solution 4 est le témoin négatif et est considérée
comme le blanc pour la lecture des absorbances.
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Ne—
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médiane de la

courbe
d’étalonnage
v
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N
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Endotoxine N —
I('(jia:S 1l c1= c2= C3=Adans
intervatle choisie choisie Pi I
indiqué par le intervalle
. dans cet dans cet ot < C1 et
fabriquant du intervalle intervalle 2
lysa) + eau EEB et <C1
~—— — N~ ~
Solution 3 X2 X2 X2
Eau EEB ‘
Solution 4 X2

Figure 19: Préparation des solutions pour la recherche d’interférences des essais de
turbidité/calorimétrique
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Les tubes sont lus par spectrophotométrie, les résultats de la solution 3 permettent de tracer
la courbe d’étalonnage si les conditions sont vérifiées, et avec les autres solutions les
concentrations en endotoxines sont calculée en reportant les absorbances sur la courbe
d’étalonnage et en utilisant I'équation de la droite.

La concentration moyenne en endotoxines ajoutées est calculée en soustrayant la moyenne
des concentrations obtenue des solutions 1 (I’échantillon uniquement) de la moyenne des
concentrations des solutions 2 (échantillon + endotoxines ajoutées).

Validité de I'essai de la rechercher d’interférences

Le coefficient de corrélation de la courbe d’étalonnage obtenu avec les solutions 3 est
supérieur ou égale 0.980 en valeur absolue.

La solution 4 donne un résultat (concentration en endotoxines) inférieur a la sensibilité
déclarée (A) du lysat ou son absorbance n’est pas supérieure, a la limite spécifiée par le
fabricant du lysat.

Interprétation

Si la concentration calculée en endotoxines ajoutées est comprise entre 50% et 200% de la
concentration connue en endotoxines ajoutée, I'échantillon a analyser ne contient pas
d’interférences.

Si la concentration calculée en endotoxines ajoutées n’est pas comprise entre 50% et 200%
de la concentration connue en endotoxines ajoutée, I'échantillon a analyser contient des
interférences. Dans ce cas, on peut augmenter les dilutions sans dépasser la DMS et refaire
I'essai.

Si la présence d’interférences est confirmée méme si les dilutions sont augmentées,
I’échantillon a analyser, peut-étre traiter par filtration, neutralisation, par dialyse ou
chauffage. Ces procédés doivent étre validés et la recherche d’interférences est refaite avec
le méme échantillon traité pour s’assurer qu’il n’y a pas eu de perte en endotoxines dii au
traitement pour neutraliser les interférences.
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IV.2.3 Technique turbidité (Méthodes C et F)

L’endotoxine en contact avec les amoebocytes entraine une activation du facteur C
aboutissant au clivage du coagulogéne en peptide C (et Caoguline) qui provoque une turbidité
(figure 20). Le principe de cette technique est la mesure de la turbidité par photométrie. Deux
méthodes sont utilisées, la méthode F mesure quantitativement la proportionnalité entre la
concentration en endotoxines et la turbidité par transmission ou absorbance (turbidité en
point final) et la méthode C mesure le temps nécessaire pour atteindre la transmittance ou
I’'absorbance dans le mélange ou de mesurer la vitesse d’apparition de la turbidité (turbidité
cinétique).

Caogulogéne
Caoguline + I Peptide C I

Turbidimétrie

Figure 20: Réaction de turbidité induite par I'endotoxine
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IV.2.4 Technique Calorimétrique/ Chromogénique

Lors de la réaction entre I’endotoxine et le lysat d’amoebocytes, on apporte un substrat
chromogeéne. L'activation du facteur C aboutie a I'activation de la coagulase qui transforme le
substrat chromogene en chromophore (pNA =p-nitroalanine) et peptide (figure 21). La
libération de la pNA entraine une coloration jaune qui est mesurée en continu tout au long de
I'incubation.

Le principe de la technique est de mesurer cette coloration par I'une de ces 2 méthodes. La
méthode E (calorimétrie en point final) mesure quantitativement la proportionnalité entre la
concentration en endotoxines et la quantité de chromophores libérées et la méthode D
(calorimétrie cinétique) mesure le temps nécessaire pour atteindre I'absorbance prédéfinie
dans le mélange ou de mesurer la vitesse d’apparition de la coloration. Plus la concentration
en endotoxines est importante plus la coloration (la libération de pNA) se fait rapidement.

/\ Substrat chromogéne

Peptide +

Calorimétrie

Figure 21: Réaction calorimétrique induite par I'’endotoxine
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IV.2.5 Reéalisation de 'essai pour les méthodes C, D, E et F

Aprés avoir validé les controles préliminaires, les solutions sont préparées comme dans la
recherche d’interférence : la solution 1 contient I'échantillon a analyser diluer dans de I'eau
EEB, la solution 2 contient I’échantillon a analyser a la méme dilution que dans 1 en y ajoutant
une concentration en endotoxine équivalent a la médiane de la courbe d’étalonnage. La
solution 3 est répliquée en 3 solutions de concentrations en endotoxines différentes, mais
comprises dans l'intervalle indiqué par le fabricant du lysat, et la solution 4 est de I'eau EEB.

La lecture des solutions par spectrophotométrie permet de quantifier les endotoxines soit par
les méthodes par point finale mesurant la proportionnalité entre la concentration en
endotoxines et la quantité de chromophores libérées (méthode E) ou la turbidité (méthode
C), soit par les méthodes cinétiques mesurant la vitesse ou le temps d’apparition de la
coloration (méthode D) ou la turbidité (méthodes F).

Les solutions 3 permettent de tracer la courbe d’étalonnage, la solution 4 est témoin négatif,
une fois les critéres de validité de la courbe validés, les valeurs de I'absorbance des solutions
1, 2 et 4 sont reportées sur la courbe pour trouver les concentrations correspondantes. La
concentration en endotoxines ajoutée est calculée en soustrayant la moyenne des
concentrations obtenues avec les solutions 1 a la moyenne des concentrations obtenues avec
les solutions 2.

Validité de I'essai
L’essai est valide sous 3 conditions :

Les contréles préliminaires satisfont a I'essai : les critéres de validité de courbe d’étalonnage
et recherche d’interférences satisfont a I'essai.

La concentration en endotoxines ajoutée calculée est comprise entre [50% et 200%] de la
concentration en endotoxines réelle ajoutée.

Les résultats avec la solution 4 sont inférieurs a la limite de détection ou ne sont pas supérieurs
a limite du blanc pour le lysat utilisé.

Interprétation

Aprés correction de la dilution, si la moyenne des concentrations en endotoxines des
solutions 1 est inférieure a la limite spécifiée en endotoxines, I’échantillon a examiner satisfait
a l'essai.

Ces méthodes quantitatives ont aussi des limites, notamment l'utilisation des limules. Pour
s’affranchir de |'utilisation de limule, de nouveaux tests peuvent étre utilisée comme le facteur
C recombinant ou I'essai d’activation des monocytes.
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V.

Nouveaux tests

V.1.1 Le facteur C recombinant

L'essai d’endotoxine bactérienne par le facteur C recombinant permet de quantifier les
endotoxines par la méthode fluorimétrie quantitative. Lors de la réaction des amoebocytes
induite par les endotoxines, le substrat fluorogénique apporté est clivé par le facteur C
recombinant activé en un produit fluorescent et la fluorescence émise est mesurée (figure
22). La technique est autorisée par la pharmacopée Européenne depuis 2016, elle utilise des
micros-plaques avec des puits pré-remplis de FCr a des quantités standard et avec des
controles positifs du produit. Des kits d’essai par le facteur Cr sont disponibles chez différents
laboratoires Lonza (PyroGene™) and Hyglos (EndoZyme® and EndoLISA®) avec une sensibilité
et un temps de manipulation assez similaires.

Endotoxine

!
'

FC recombinant FC recombinant
activé
Substrat fluorogénique Produit Fluorescent
FCr

Figure 22: réaction fluorescente induite par les endotoxines en présence d’un substrat fluorogénique

L’essai endotoxines par le facteur C recombinant mesure ainsi la proportionnalité entre la
concentration en endotoxines et la florescence émise pendant une période d’incubation : c’est
la fluorimétrie en point final. Cette mesure est exprimée en RFU (RFU : unité de fluorescence
relative). La fluorescence émise est calculée par la formule suivante : ARFU=RFUtpointfinal-
RFUt0 (RFUtpointfianal = fluorescence du mélange réactif a la fin d’incubation et RFUt0=
fluorescence du mélange réactif en début de réaction).

Le facteur C recombinant utilisé est basé sur la séquence génomique de Limulus polyphemus,
Tachypleus tridentatus, Tachypleus gigas ou Carcinoscorpus rotundicauda.

L’essai est d’écrit par la pharmacopée Européenne dans le chapitre 2.6.32.
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Préparation de 'essai

Les équipements pouvant résister a la chaleur sont dépyrogénés a 250°C pendant 30 min et
ceux en plastique, I'absence d’endotoxines détectables et d’interférences doivent étre
prouvée.

Les réactifs, le substrat fluorogéne et le tampon doivent étre exempts d’endotoxines
détectables. Les réactifs sont mis en solution comme indiqué par le fabricant du kit dans de
I’eau EEB ou toute eau produite par un autre procédé, mais qui ne réagit pas avec le réactif.

La solution meére d’étalon d’endotoxine est préparée en suivant les instructions du fabricant
du kit. Elle est étalonnée par rapport a I'étalon international. La tenir en endotoxines est
exprimée en unité internationale (Ul).

L’échantillon a examiner est mis en solution par dissolution ou par dilution dans I’eau EEB ou
dans une autre eau plus adaptée si nécessaire. Le pH de la solution peut étre adapté en
ajoutant un acide, une base ou un tampon de telle sorte a étre dans l'intervalle de pH défini
par le fabricant du kit (souvent entre 6 et 8).

La dilution maximale est déterminée comme d’écrit dans les essais d’endotoxines par les
méthodes A, B, C, D et E par la formule DMS= L.E.C/A, L.E.C est la limite en endotoxines d’une
substance administrée par voie parentérale. L.LE.C=K /M

K: dose en endotoxine en Ul d’endotoxine par poids corporel et par heure que I'on peut
administrer a un patient par voie parentérale sans effet toxique.

M : la dose maximale recommandée pour le produit en bolus par Kg de masse corporelle. Si le
produit est en injections rapprochées ou perfusion continue M est la dose maximale par
heure.

A : la concentration la plus basse de la courbe d’étalonnage.

V.1.2 Controles préliminaires pour I'essai d’endotoxine par le FC recombinant

Des controles préliminaires sont a faire avant de réaliser I’essai. La vérification des critéres de
validité de la courbe d’étalonnage est réalisée pour chaque nouveau lot de facteur C
recombinant et la recherche de facteurs d’interférences est faite a chaque essai. La validité de
I’essai doit étre vérifier a chaque fois que des changements pouvant modifier les conditions
de I'essai sont apportées.

- Vérification des critéres de validité de la courbe d’étalonnage

Les solutions sont préparées de la méme facon que pour la vérification des critéres de validité
de la courbe d’étalonnage des techniques chromogénique et photométrique. Trois solutions
de concentration en endotoxines différentes, mais se situant dans un intervalle prédéfini par
le fabricant du kit sont préparées a partir de solution étalon d’endotoxines. Si I'intervalle de
concentration souhaité dépasse de 2 logl10 l'intervalle indiqué par le fabricant, des solutions
supplémentaires encadrant chaque incrément logarithmique de l'intervalle couvert par la

59



courbe d’étalonnage sont préparées. Pour la réalisation de I'essai, chacune de ces 3 solutions
est répliquée au moins en 3 exemplaires.

Les critéres de la courbe d’étalonnage sont validés que si la valeur absolue du coefficient de
corrélation de la droite est supérieure ou égale a 0.980 dans l'intervalle de concentration
voulue.

- Recherche d’interférences

La recherche d’interférences est décrite comme pour les méthodes calorimétriques et
chromogéniques (figure 19). Pour réaliser I'essai, 4 solutions de composition différente sont
préparées. La solution 1 contient I’échantillon a examiner diluer dans de I'eau EEB, la solution
2 contient I’échantillon a examiner plus I'endotoxine a une concentration équivalente a la
médiane de courbe d’étalonnage, la solution 3 est en 3 concentrations d’endotoxine
différentes choisies dont la plus faible est égale a A et la solution 4 est de I'’eau EEB. Toutes les
solutions sont dupliquées au moins en 2 exemplaires. La solution 2 est le témoin positif, la
solution 3 permet de tracer la courbe d’étalonnage et la solution 4 est le témoin négatif. La
fluorescence des tubes est mesurée, les valeurs obtenues sont reportées sur la courbe pour
déterminer les concentrations correspondantes. La concentration moyenne en endotoxines
ajoutée est calculée en soustrayant la concentration moyenne en endotoxines de la solution
1 a la moyenne des concentrations de la solution 2.

Validité de I'essai

La valeur absolue du coefficient de corrélation de la courbe d’étalonnage obtenu avec les
solutions 3 est supérieure ou égale 0.980.

Le résultat de la solution 4 est inférieur a limite de détection du facteur Cr utilisé ou n’est pas
supérieur a limite spécifiée pour le blanc dans la description du réactif utilisé.

Interprétation

Si la concentration calculée en endotoxines ajoutées est comprise entre 50% et 200% de la
concentration connue en endotoxines ajoutée, I'échantillon a analyser ne contient pas de
facteurs d’interférences.

Si la présence d’interférences est confirmée méme si les dilutions sont augmentées,
I’échantillon a analyser, peut-étre traiter par filtration, neutralisation, par dialyse, chauffage
ou par des étapes de capture spécifiques aux endotoxines. Ces procédés doivent étre validés
et la recherche d’interférences est refaite avec le méme échantillon traité pour s’assurer qu’il
n’y a pas eu de perte en endotoxines di au traitement pour neutraliser les interférences.
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V.1.3 Réalisation de I'essai

Les solutions sont préparées comme pour la recherche d’interférences. La solution 3 permet
de tracer la courbe d’étalonnage, et la solution 4 est le témoin positif. Les valeurs des mesures
de la fluorescence des solutions 1 et 2 sont reportées sur la courbe d’étalonnage afin de
déterminer leur concentration.

La concentration d’endotoxines ajoutées dans la solution 2 est calculée en soustrayant la
moyenne des concentrations obtenues avec la solution 1 a la moyenne des concentrations
obtenues avec la solution 2.

Validité de I'essai
Les criteres de validité de la courbe d’étalonnage obtenue avec la solution 3 sont satisfaits.

La concentration calculée d’endotoxines ajoutée est comprise entre 50% et 200% de
concentration réelle d’endotoxines ajoutées.

Le résultat obtenu avec la solution 4 est inférieur a limite de détection du FCr utilisé ou n’est
pas supérieur, a la limite spécifiée pour le blanc dans la description du réactif utilisé.

Interprétation

Si la concentration moyenne en endotoxines de la solution 1, aprées correction de la dilution
est inférieure a la limite spécifiée pour ce produit, I'’échantillon a analyser satisfait a I'essai.

V.2 Essaie d’activation des monocytes (MAT)

Le MAT est un essai in-vitro basé sur I'activation des monocytes humains par les pyrogénes
entrainant une libération de cytokines pro-inflammatoires qui seront quantifiées par ELISA.
Ces cytokines telles que linterleukine 1 béta (IL-1B), I'interleukine 6 (IL-6) et le facteur de
nécrose tumoral (TNFa) entraine une élévation de la température corporelle. Cette méthode
permet donc de détecter la présence de pyrogenes dans les échantillons a analyser. Il est
décrit comme méthode alternative (si validation spécifique) au test pyrogene chez le lapin par
la pharmacopée Européenne depuis 2010 et pour la FAD comme méthode de substitut pour
la détection des endotoxines bactériennes des médicaments parentéraux.

L’essai MAT est d’écrit par la pharmacopée Européenne chapitre 2.6.30 en 3 méthodes :
Méthode A : Essai quantitatif

Méthode B : Essai semi-quantitatif

Méthode C : Essai de comparaison a un lot de référence

Principe de I’essai

La solution a analyser est incubée avec des cellules mononuclées du sang périphérique (CMSP)
humaines (obtenues par centrifugation du sang total périphérique humain héparinisé) ou une
lignée de cellules monocytaires humaines. Les CMSP et la lignée de cellules monocytaires
humaines sont placées dans un milieu de culture a une densité équivalent a 0.1-1 A10° par
contenant (puit, cellule, ...), additionnée du plasma du donneur ou du sérum AB. Le milieu de
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culture est incubé a 37 °C dans un atmosphere controlé pendant une durée suffisante pour
permettre I'accumulation du marqueur choisi ( IL-1, IL-6, TNFa, pyrogene...). Les résultats
obtenus du marqueur choisi avec I'’échantillon a analyser sont comparés avec ceux obtenus
avec I’étalon d’endotoxines ou le lot de référence de I’échantillon a analyser.

Avant d’effectuer I'essai, les sources des cellules monocytaires doivent étre qualifiées et les
controles préliminaires validés.

V.2.1 Qualification des sources de cellules monocytaires

Le sang total provient d’un seul donneur ou un mélange de dons et les CMSP sont isolées a
partir de ce total chanté. Conformément a la médecine transfusionnelle, des marqueurs
d’infection doivent étre recherchés.

Qualification des donneurs de sang

Les donneurs doivent d’abord signer le consentement éclairé en termes de santé, sécurité et

éthique. lls doivent étre en bonne santé, non atteint d’aucune infection (bactérienne ou virale)
et ne présentent pas de symptome d’infection depuis au moins une semaine avant le don. lls
ne doivent pas étre sous traitement d'immunosuppresseur ou d’autres médicaments exercant
une influence sur le marqueur choisi pour I'essai. lls ne doivent pas non plus avoir pris des
anti-inflammatoires non-stéroidiens dans les 48 h avant le don et des anti-inflammatoires
stéroidiens 7 jours avant le don.

Qualification des monocytes provenant d’'un mélange de dons

Le mélange de sang ou de cellules (CMSP) est obtenu avec au moins 4 donneurs et de
préférence 8. Le mélange est constitué de volume de sang approximativement identique ou
des cellules provenant d’un volume approximativement identique de sang de chaque don.
Pour qualifier les monocytes provenant d’un mélange de dons, la courbe dose-réponse du
mélange avec I'étalon d’endotoxine est établie dans les 4 h suivant le prélevement. Au moins
4 solutions diluées de concentration en endotoxines comprise dans I'intervalle 0.01 Ul/mL a 4
Ul/mL sont préparées pour tracer la courbe dose-réponse. La courbe dose-réponse doit
satisfaire aux 2 criteres de validité de la courbe d’étalonnage (voir partie V.2.2).

Qualification des monocytes cryoconservées

Le sang humain, les cellules CMSP ou la lignée de cellules monocytaires peuvent étre
cryoconservés. Les mélanges de cellules cryoconservées sont préparés juste avant congélation
ou juste apres décongélation de dons cryoconservés. La courbe dose réponse pour la
qualification de sang ou de mélange de sang cryoconservées est établie immédiatement apres
décongélation. La courbe dose réponse obtenue doit satisfaire aux 2 critéres de validité de la
courbe d’étalonnage.

Lors des essais (méthode C) il faut tenir compte du fait que les cryoprotecteurs et leurs dérivés
exercent une influence sur les cellules décongelées, a I'exemple le diméthylsulfoxyde (DMSO)
est toxique pour les cellules en culture.
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Qualification de lignées de cellules monocytaires

Une lignée de cellules monocytaires peut étre cultivée pour assurer une production suffisante
de cellules pour I'essai d’activation des monocytes et un clone de cette lignée peut étre utilisé
pour |'essai. Les cellules sont maintenues dans des conditions aseptiques, leurs identités et
leurs stabilités sont vérifiées et le controle de contaminants mycoplasmiques est fait
régulierement. Des critéres de stabilité fonctionnelle de la lignée cellulaire doivent étre établis
pour permettre un suivi de ce dernier. Ces criteres peuvent étre des indicateurs de croissance,
le signal lors de I'essai, I'expression des récepteurs. Des ligands spécifiques peuvent étre
utilisés pour tester I'expression des récepteurs, les lipopolysaccharides (LPS) pour TLR4 (Toll-
Like Receptor 4), I'acide lipotéichoique (LTA) pour TLR2, la lipoprotéine bactérienne de
synthése pour TLR2-TLR1.

Pour la qualification, la courbe dose réponse doit satisfaire aux 2 critéres de validité de la
courbe d’étalonnage (voir partie V.2.2).

V.2.2 Les controles préliminaires

Des contréles préliminaires sont effectués afin de s’assurer de la validité et de la fidélité de
I’essai. Les criteres de validité de la courbe d’étalonnage établie avec I'étalon d’endotoxines
doivent étre vérifiés et satisfaire a I'essai. La recherche de facteurs d’interférences est faite a
chaque fois que des modifications pouvant modifier les conditions de I'essai sont apportées.
Il doit étre vérifié que I'échantillon ne présente pas d’interférence dans les conditions de
I'essai. Il faut aussi s’assurer que I'essai permet de détecter les endotoxines et aussi les
pyrogenes non-endotoxiniques.

- Calcule de la concentration limite en contaminants (CLC)

La concentration limite en contaminant est un critere qui permet de valider Ia
conformité/non-conformité de I’échantillon a analyser lors des essais. Elle est exprimée en
équivalent endotoxine par mg, ml, ou en unité biologique de I'’échantillon a analyser. Pour
I’échantillon, si une concentration limite en endotoxines (LEC) est spécifiée, la concentration
limite en contaminants prend la méme valeur et s’exprime en équivalent endotoxine, elle est
déterminée par la formule suivante LEC= CLC= K/M.

- Lescritéres de validités de la courbe d’étalonnage

La courbe d’étalonnage est établie avec 4 solutions de concentration en endotoxines
différentes qui sont ensuite dupliquées au moins en 4 exemplaires chacune. Le marqueur
choisi est une des cytokines pro-inflammatoires induites par I'activation des monocytes par
les pyrogenes (endotoxines et non-endotoxines). La concentration de base du marqueur choisi
doit étre la plus faible possible, elle doit étre vérifiée et contrélée dans le lot de cellules
monocytaires utilisées pour le MAT. L'accumulation du marqueur choisi est mesurée pour
chaque solution pendant un temps déterminé et les résultats permettent de tracer la courbe
d’étalonnage.

63



Les critéeres de validité de I’essai sont satisfaits :

Si la régression des réponses en fonction du logl0 dose est statistiquement significative
(p<0,01), et

Si la régression des réponses en fonction du log10 dose n’a pas d’écart de linéarité significatif
(p > 0,05).

- Recherche de facteurs d’interférence

Lorsque c’est possible, la recherche de facteurs d’interférence s’effectue sur au moins 3 lots
différents de la préparation a analyser. S’il existe une variabilité entre les lots rendant ainsi
chaque lot unique, la recherche de facteurs d’interférences s’accompagne de la validation de
la méthode, c’est une validation concomitante.

Si on ne dispose qu’un seul lot, les 3 essais s’effectuent sur ce méme lot et la différence de
réponse est tolérée a +/- 50%.

L’échantillon a analyser est dilué avec des dilutions en progression gé¢ométrique sans dépasser
la DMS. Chaque dilution de I’échantillon a analyser est dupliquée en 2 exemplaires et dans un
exemplaire de chaque dilution, une quantité choisie en endotoxines y est ajoutée. Cette
guantité d’endotoxines ajoutée est égale a la médiane de la courbe d’étalonnage pour la
méthode A et est égale a 2 fois la limite de détection (LD) pour la méthode B. La source de
cellules monocytaires est ajoutée a toutes les solutions et I'accumulation du marqueur choisi
est mesurée a une période déterminée. Les résultats sont reportés sur la courbe d’étalonnage
pour ensuite calculer les concentrations en endotoxines dans toutes les solutions de la série
de dilution exprimées en équivalent-endotoxine. La concentration moyenne en endotoxines
ajoutées est calculée en soustrayant la concentration moyenne en équivalent-endotoxine
obtenue des solutions seules (I'échantillon uniquement) de la concentration moyenne en
équivalent-endotoxine des solutions avec endotoxine (échantillon + endotoxine ajoutée).

Pour les méthodes A et B, I'échantillon est exempt de facteurs d’interférence si la
concentration moyenne en équivalent-endotoxine ajouté calculée est comprise entre 50% et
200% de la concentration en endotoxines ajoutées (médiane de la courbe d’étalonnage pour
la méthode A et 2 LD pour la méthode B).

Si ce critére n’est pas satisfait avec les méthodes A et B, il est recommandé d’utiliser la
méthode C pour effectuer le MAT.

- Recherche d’interférence avec le systeme de détection

La recherche d’interférence avec le systeme de détection utilisé pour le marqueur choisi
s’effectue avec la dilution optimale de I’échantillon a analyser. Les résultats obtenus avec le
marqueur choisi avec ou sans I"échantillon a analyser a la dilution optimale ne doit pas
présenter d’écart supérieur a +/- 20% de la densité optique, par exemple si le systeme de
détection est de I'ELISA.
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- Contaminants non endotoxiniques : validation de la méthode

La méthode de MAT utilisé doit démontrer sa capacité a détecter les pyrogenes et pro-
inflammatoires non endotoxiniques. L'essai peut se faire avec des lots du produit avérés
contenir des contaminants non-endotoxiniques et ayant entrainé des réponses positives au
test pyrogene chez le lapin ou des effets indésirables chez I’homme. Si ce type de lot n’existe
pas pour le produit a tester, 2 ligands non-endotoxiniques des récepteurs TLR sont au moins
utilisés pour valider la capacité de la méthode utilisée pour détecter les contaminants non-
endotoxiniques. Ces ligands sont par exemple, peptidoglycanes, des acides lipoteichoiques,
des lipoprotéines bactériennes de synthése, de la flagelline, de I'extrait brut de cellules
bactériennes entiéres. Pour effectuer I'essai, le choix des ligands a ajouter est conditionné par
leur probabilité d’étre un contaminant de la préparation a analyser et au moins, un des ligands
est ajouté dans I'échantillon a analyser.

V.2.3 Méthodes

- Choix de la méthode

Les méthodes A, B et C ne peuvent étre utilisées pour I'essai que si I’échantillon a analyser, a
la capacité intrinseque d’activer la libération de base du marqueur choisi ou possede une
contamination par ce marqueur. Si ces méthodes devaient étre utilisées pour ces cas-ci, le
choix devrait étre justifié et des mesures appropriées (ex : augmentation du nombre de
donneur) seront mise en place afin d’augmenter la probabilité de détecter les lots contaminés
avant I'essai. La méthode choisie est validée pour ce produit et doit inclure une mesure de la
fréquence des non-réponses produit/contaminants .

La méthode A ne peut étre utilisée si la courbe dose réponse établie avec les réponses des
différentes dilutions de I’échantillon, n’est pas paralléle a la courbe d’étalonnage obtenue
avec |'étalon d’endotoxines. Cependant, la méthode B qui est semi-quantitative pourrait étre
utilisée.

La méthode C est utilisée pour les cas ou il existe une extréme variabilité des réponses des
donneurs par rapport au couple échantillon/contaminants. Méme si les monocytes de la
majeure partie des donneurs ont des réponses similaires par rapport aux endotoxines, leurs

réponses par rapport aux contaminants non-endotoxiniques peuvent varier (non-réponse,
faible ou élevée).

- Remplacement de I'essai pyrogene chez le lapin par le MAT/méthode alternative.

Lorsque l'on dispose d’'une préparation injectable suspectée de contenir un contaminant
pyrogene, la monographie de la préparation spécifie un seul essai, soit un essai d’endotoxine
bactérien ou un essai MAT. L’essai MAT est destiné a remplacer I'essai pyrogéne chez le lapin,
mais avant de le mettre dans une monographie, il faudra prouver que, au moins une des
méthodes peut étre appliquée au produit concerné et donne des résultats satisfaisants.

Les laboratoires doivent apporter les preuves d’applicabilité de la méthode MAT utilisée sur
un produit concerné. Ces preuves doivent contenir le mode de préparation des échantillons,
les mesures prises pour éliminer les facteurs d’interférences, ainsi que les données de I'essai
pyrogene de lapin permettant d’appuyer le remplacement de I’essai d’endotoxine par le MAT.
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Selon la prescription de la pharmacopée Européenne, I'essai MAT doit étre fait sur tout
nouveau produit suspecté de contenir des contaminants non-endotoxiniques et destiné a étre
administré par voie parentérale.

V.2.3.1 Meéthode A : essai quantitatif

Pour la méthode A, I'échantillon a analyser est comparé avec la courbe dose réponse obtenue
avec |'étalon d’endotoxine.

- Conformité des sources de cellules monocytaires

Selon la source de cellules monocytaires certains critéres sont a valider et ces critéres sont
valables pour les 3 méthodes (A, B et C)

Pour les cellules monocytaires qui proviennent de donneurs individuels, les cellules des 4
donneurs doivent satisfaire a I'essai avec I’échantillon a analyser, si I'essai est seulement
satisfait par les cellules de 3 des donneurs, I'essai est refait avec des cellules de 4 nouveaux

donneurs et au minimum les cellules de 7 des 8 donneurs satisfont a I’essai.

Si les cellules monocytaires proviennent de mélange de cellules de plusieurs donneurs, I'essai
doit étre satisfait avec I'échantillon a analyser pour, au moins un mélange de cellules.

Si la source cellulaire est une lignée de cellules monocytaires humaines, |'essai doit étre
satisfait avec I’échantillon a analyser pour un niveau de passage cellulaire qualifié.

- Réalisation

Pour réaliser I'essai avec la méthode A, I'échantillon est dilué au facteur de dilution le plus
faible entrainant la stimulation maximale du marqueur choisi : c’est-a-dire le facteur dilution
« f» utilisé pour la recherche d’interférence. Les solutions sont préparées comme suit :
I’échantillon a cette dilution est la solution 1, la solution 2 est une dilution a ¥ de la solution
1 et la solution 3 la dilution a % de solution 1, les solutions E (E1, E2 et E3) sont des solutions
a la méme dilution que les solutions 1, 2 et 3 respectivement, ajouté d’étalon d’endotoxine a
concentration égale a la médiane de la courbe d’étalonnage. La solution 4 est le diluant
apyrogene (ou sérum physiologique). La solution 5 contient le diluant apyrogene, elle est
ensuite dupliquée en 4 solutions dont il est ajouté dans chacune une quantité d’endotoxine
différente (Les mémes concentrations utilisées pour les criteres de validité de la courbe
d’étalonnage voire VI.2.2) . Toutes les solutions sont dupliquées en 4 exemplaires et dans
chaque solution, il est ajouté les cellules monocytaires d’'un seul donneur, d’'un mélange de
dons ou d’une lignée de cellules monocytaires qualifiés et elles sont mises en culture pendant
4 h (figure 23).

La solution 4 est le témoin négatif et les solutions 5 permettent de tracer la courbe
d’étalonnage.
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Figure 23: Préparation des solutions pour la méthode A de I'essai MAT

- Résultat

La courbe d’étalonnage obtenue avec les solutions 5 permet de calculer les concentrations en
équivalent endotoxine des solutions 1, 2, 3, E1, E2 et E3. La concentration équivalent
endotoxine ajoutée est calculée en soustrayant la moyenne des concentrations équivalent
endotoxine des solutions 1, 2 et 3 respectivement a la moyenne des concentrations en
équivalent endotoxine aux solutions E1, E2 et E3 et cette valeur doit étre comprise entre 50%
et 200% de la concentration en endotoxines réelles ajoutées. Les dilutions dont la
concentration moyenne en endotoxines ajoutées calculée n’est pas comprise dans cet
intervalle ne sont pas valides et sont exclues de I'essai.
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Seuls les résultats obtenus avec les cellules qui ont satisfait aux criteres de validité de la courbe
d’étalonnage sont utilisés pour interpréter les résultats de I'essai.

- Validité

La concentration moyenne en équivalent endotoxine calculée doit étre comprise entre 50%
et 200% de la concentration réelle ajoutée. Seules les dilutions qui satisfont a I'essai seront
retenues. Et au moins une des dilutions satisfait a I’essai

La préparation satisfait a I’essai si les concentrations moyennes obtenues avec les solutions
1,2 et 3 sont toutes inférieures au CLC (la concentration limite en contaminant) spécifiée pour
le produit.

V.2.3.2 Meéthode B : essai semi-quantitatif

La méthode B du MAT compare |'échantillon a analyser avec I'étalon d’endotoxine.
- Réalisation

Pour effectuer I'essai, plusieurs solutions de composition différentes sont préparées et
chacune répliquée en 4 exemplaires (figure 24). Les solutions 1, 2 et 3 sont préparées comme
pour la méthode A. Les solutions E1, E2 et E3 sont respectivement des répliques des solutions
1,2 et 3 dans lesquelles sont rajoutées une concentration en endotoxines équivalente a 2 fois
la LD (limite de détection) estimée a la méme valeur que pour la recherche de facteurs
d’interférence. La solution 4 contient uniquement le diluant apyrogéne (ou du sérum
physiologique), les solutions 5, 6,7 et 8 sont composées du diluant apyrogéne ajoutées
d’endotoxine a des concentrations respectivement égales a 0.5 LD, 1LD, 2LD et 4LD. Les
cellules monocytaires qualifiées sont ajoutées dans tous les exemplaires des solutions qui sont
ensuite mises en culture pendant 4 h.
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- Résultats

Seuls les résultats obtenus avec les cellules monocytaires entrainant des réponses
progressivement augmentées de la solution 4 a la solution 8, sont pris en compte pour les
calculs et interprétation. Certains critéres de comparaison sont définis.

Les réponses obtenues avec les solutions 4 et 5 peuvent étre identiques.

La réponse moyenne obtenue avec la solution 6 ([endotoxine]= 1LD) doit étre supérieure a
une valeur seuil choisi pour chaque source cellulaire. En dessous de ce seuil, les valeurs sont
négatives et au-dessus, elles sont positives.

Si la réponse moyenne de la solution 5 ou 6 est supérieure au seuil choisi, la réponse de la
solution 1 est considérée conforme. La conformité de chaque solution de I’échantillon a
analyser est vérifiée en comparant leur réponse au seuil choisi. La solution est conforme si la
réponse moyenne est au-dessous du seuil.

Pour chaque solution conforme de I’échantillon a analyser (1, 2 et 3), la réponse moyenne de
la solution correspondante ajoutée d’endotoxine (E1, E2 et E3) est comparée a la réponse
moyenne obtenue avec la solution 7 ([endotoxine]= 2LD) pour calculer la concentration
moyenne en endotoxines ajoutées.

- Validité de I'essai

L’échantillon satisfait a I'essai, si les concentrations moyennes en contaminant obtenues avec
les solutions 1, 2 et 3 sont toutes inférieures au CLC (la concentration limite en contaminants)
spécifiée pour le produit.

V.2.3.3 Meéthode C: essai de comparaison a un lot de référence

La méthode C consiste a comparer |’échantillon a analyser avec un lot de référence validé avec
la méme préparation. Cette méthode est utilisée lorsque la présence un contaminant n’est
pas levée par les dilutions jusqu’a la DMS de I’échantillon ou lorsque celui-ci contient ou est
suspecté de contenir des contaminants non-endotoxiniques. Lors de la réalisation de I'essai,
I'intervalle de dilution doit contenir la dilution minimale (dilution permettant d’avoir la
réponse maximale) car la décroissance de la réponse avec les dilutions peut étre plus rapide
pour les contaminants non-endotoxiniques par rapport aux endotoxines.

Pour chaque produit, le type analyse choisi pour la comparaison doit étre justifié et validé et
les critéres de validité définis. Le choix du lot de référence doit étre justifié selon des criteres
bien définis et autorisés.
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- Réalisation de 'essai

L’essai s’effectue avec 3 dilutions de I’échantillon a analyser. La dilution qui permet d’avoir la
réponse maximale du marqueur choisi est la dilution minimale de facteur de dilution « f » et
2 autres dilutions encadrent la dilution minimale de facteur % sont utilisées pour I'essai. Ces
dilutions doivent étre validées, car la dilution f induisant la réponse maximale peut varier entre
les donneurs et d’un lot a I'autre. Pour la validation des dilutions, au moins 3 essais sont
effectués en utilisant pour chaque essai des cellules de donneurs différents. La dilution qui
induit la réponse maximale du marqueur chez le maximum de donneurs dans les 3 essais et
les 2 dilutions 7 I’encadrant sont validées pour I'essai de comparaison avec le lot de référence.

Si I’échantillon non dilué induit la réponse maximale du marqueur choisi lors des essais de
validation des dilutions, pour la suite de I'essai, I'échantillon a analyser et ces dilutions ¥ et %
sont utilisés. Les facteurs de dilutions sont nommés progressivement f1, f2 et f3.

Les solutions de I'essai sont préparées comme suit : 3 solutions 1, 2 et 3 du lot de référence
aux facteurs de dilution f1, f2 et f3 respectivement et 3 solutions nommeées 4, 5 et 6 de
I’échantillon a analyser aux facteurs de dilution f1, f2 et f3 sont constituées pour la
comparaison. Ensuit est préparée une solution témoin positif contant |’étalon d’endotoxines
a une concentration donnant une réponse positive claire est nommée 7 et une solution témoin

négatif contenant uniquement le diluant, nommée 8 (figure 25).

Toutes les solutions sont dupliquées en 4 exemplaires et sont ensuite mises en culture
pendant 4 h aprés ajout des cellules monocytaires qualifiées.

71



/\ /\
Lot de Lot de Lot de
Lotde référen référen référen X4
référence . .
ce :dilut ce :dilut ce :dilut
ion f1 ion 2 ion f3
NSN— N— \\ J/
Solution 1 Solution 2 Solution 3
P —— /\
\_/ \/ S —————
. échanti échantil echantil
Echantillon llon 3 Ia . lon ala
a analyser o lonala o X4
dilution dilution dilution
f1 2 f3
S~ S——— —
Solution 4 Solution 5 Solution 6
<
(]
Diluant C=»
apyrogene réponse
+ .
) positive
Endotoxine
Solution 7 X4
<
N——]
Diluant
apyrogene
S—
Solution 8
Figure 25: préparation des solutions pour la méthode C de I'essai MAT
- Résultat

Les résultats pris en compte sont ceux obtenus avec les cellules monocytaires qui ont donné
une réponse positive supérieure a la réponse de base (solution 8) du marqueur choisi, avec la
solution 7 (témoin positif) et au moins avec une des solutions du lot de référence (1, 2 et 3).

La courbe d’étalonnage du marqueur choisi est établie pour chaque source de cellules
différentes et permet de calculer la réponse moyenne de chaque solution de I'essai. Ces
résultats permettront de calculer la somme des réponses obtenues avec les solutions du lot
de référence (1, 2 et 3) et la somme des réponses des solutions de I"échantillon a analyser (4,
5et6).
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- Validité

L’échantillon satisfait a I'essai, si le rapport de la somme des réponses moyennes des solutions
de I’échantillon et de la somme des réponses moyennes des solutions du lot de référence est
conforme aux critéres d’acceptation bien définis et sans dépasser une limite justifiée.

Les critéres de conformité sont les mémes définis dans la partie Méthode A.

V.3 Avantages et inconvénients des essai endotoxines

La technique de gélification est simple a mettre en place, elle est la méthode de référence de
la pharmacopée Européenne. Mais la technique est manuelle et subjective, la formation de
gel est qualifiée par le personnel qui doit étre compétent et elle est aussi semi-quantitative.

Les techniques turbidimétriques et calorimétriques sont plus sensibles, la présence
d’endotoxines méme en faible quantité peut étre détectée, et elles sont faciles a lire (turbidité
ou coloration). Il y a moins d’interférences par rapport aux méthodes de gélification (A et B)
et ils peuvent étre automatisables. Cependant, le temps court d’incubation peut étre un
probléme pour maintenir la température a 37°C, ce qui peut fausser le résultat. L'opérateur
est toujours présent tout au long de I'essai pour remplir les plaques et noter les résultats. En
plus la péche intensive de limule fait que certaines espéces sont menacées (Limulus
polyphemus et Tachypleus tridentatus). lls sont en voie de disparition en Asie et protégées aux
Etats-Unis.

L’essai du facteur Cr permet de s’affranchir des interférences avec les glycanes qui constituent
un facteur d’interférence tres fréquent avec les méthodes LAL (A, B, C, D et E). Il n’y a pas de
variations biologiques liées aux limules. Cette méthode permet de s’affranchir de la péche de
limules. Mais I’essai ne peut étre effectué qu’avec des échantillons liquides.

L’essai MAT permet de s’affranchir de I’essai pyrogene chez le lapin dans certaines conditions.
Le MAT évalue la réponse immunitaire globale des cellules monocytaires permettant ainsi
d’évaluer la pyrogénicité d’'un mélange de pyrogene chez 'homme. Mais sa capacité de
détecter les pyrogénes non-endotoxine est parfois remise en question.

Certains criteres de comparaison des différentes méthodes d’essai d’endotoxine sont décrits
dans le tableau 6.
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VI.

Tableau 6: Comparaison des méthodes d’essai d’endotoxine

Essai Test chez le | Gélification | Turbidité/ FCr Essai
Lapin Calorimétrie d’activation
des
monocytes
Type de | Tous LPS LPS LPS Tout
pyrogene
Facteurs _ B glucane B glucane _ _

d’interférence

uniquement | uniguement

Le risque chez le patient

VI.1 Physiopathologie

Lorsqu’une préparation injectable contenant une endotoxine bactérienne est injectée a un
patient, la premiere réaction que I’on constate est une élévation de la température corporelle.
Cette fievre est due a une réaction inflammatoire induite par la réponse immunitaire innée.
Cette réponse innée est initiée en premiere lieu pour défendre I'organisme contre les agents
pathogeénes. Cependant, les endotoxines bactériennes entrainent une suractivation de la
réponse immunitaire innée, la réponse est exacerbée et inappropriée et aboutie a une
sécrétion excessive de cytokines pro-inflammatoires telles que : IL-6, TNFa, IL-1pB, IL-18 etc.
L’endotoxémie entraine un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) qui se
manifeste par des signes cliniques tels que I'hypotension, le dysfonctionnement ou la
défaillance multiviscérale (débit cardiaque élevé, mauvaise oxygénation des tissus etc.), un
syndrome de détresse respiratoire (SDRA) et une coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD). D’autre part, il a été démontré qu’une réponse anti-inflammatoire appelée tolérance
a I’'endotoxine (ET) est déclenchée en méme temps que la réponse pro-inflammation lors de
I'infection. Ainsi, les capacités de I'héte pour combattre la septicémie sont d’autant plus
compromises et insuffisantes. Lorsque cette réponse anti-inflammatoire est prolongée le
risque d’aggravation de la septicémie et la mort est accru. Une fois que le choc septique
s’installe, le taux de mortalité est estimé de 60 a 70% .

La septicémie affecte tous les systemes d’organe, mais le cceur, les poumons, les reins, le
systeme nerveux et le systeme de coagulation sont les plus touchés. Les signes cliniques
pouvant affectés ces organes sont d’écrits dans le tableau 7.
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Tableau 7: Expression clinique du dysfonctionnement des organes dans la septicémie

Organes

Expressions cliniques

Systemes
nerveux centrale
(SNC)

Réduction de la vigilance, confusion, stupeur ou coma

Systeme
cardiovasculaire

Diminution de la contractilité ventriculaire bilatérale, augmentation du
débit cardiaque.
Diminution de la résistance vasculaire systémique

Systeme de

coagulation

Thrombocytopénie (souvent <50 000 cellules mm-3)
Diminution des taux plasmatiques de fibrinogéne et d’antithrombine Il

Augmentation des produits de dégradation du fibrinogéne, allongement du
temps de coagulation

Poumons

Hypoxémie qui nécessite souvent un soutien avec une ventilation
mécanique
les

Infiltrats bilatéraux répandus, dans

radiographies pulmonaires

inégaux ou homogenes

Foie

Augmentation progressive des taux plasmatiques de bilirubine avec une
augmentation modérée des taux plasmatiques de transaminases ;

Extraction réduite des acides aminés avec synthése réduite des protéines

Augmentation de la libération hépatique de VLDL (lipoprotéine de trés
basse densité) avec une clairance réduite des triglycérides périphériques

Altération de la
hypoglycémie

libération de glucose qui entraine souvent une

Reins

Augmentation des taux plasmatiques de BUN (azote uréique sanguin) et de
créatinine avec DFG (débit de filtration glomérulaire) réduit.
Oligurie ou anurie
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La voie de signalisation activée par les LPS

Une fois dans le sang, les LPS interagissent avec le systeme immunitaire de I'hGte par
I'intermédiaire de son composant lipidique appelé lipide A. La majeure partie de I'activité
biologique des LPS est attribuées au lipide A. les LPS sont captés par les LPS-Binding Protein
(LBP) qui vont les présenter aux Cluster of Differentiation 14 (CD14) situés a la surface des
macrophages des leucocytes et des monocytes. Pour les autres cellules n’exprimant pas le
CD14 a leur surface, les LPS se lient aux CD14 solubles pour les stimuler. Le complexe LPS-LBP-
CD14 active le récepteur TLR4 (Toll-Like Receptor 4) lié a la Myeloid Differentiation protein 2
(MD2) et situé a la surface des cellules qui vont induire par la suite une cascade de signalisation
a l'origine de la production de médiateurs pro-inflammatoires (figure 26).

Bactéries Gram négatif
(type E.coli)

L.BP (LPS-Binding Protein)
o .

=

mCDl14

Macrophages,
monocytes,
leucocytes

TLRA/MID2

Cytokines

Figure 26: Cascade de réponse induite par les LPS www.researchgate.net

La lipopolysaccharide Binding Protein (LBP)

La LBP est une protéine synthétisée par le foie en majorité mais aussi par les tissus adipeux.
Elle a une forte affinité avec les LPS d’ou son nom, mais elle se lie aussi avec d’autres
composants bactériens. Physiologiquement, la LBP est sécrétée chez le sujet sain a de faible
taux, mais en présence d’endotoxines (LPS) dans le sang, sa libération dans la circulation
sanguine augmente considérablement et reste élevée environ 72h apres l'intoxication.
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Sa forte affinité avec le lipide A fait que méme a I'ordre du picometre, le lipide A peut induire
une réponse immunitaire. La LBP entraine une amplification de la réponse immunogéne du
LPS. Ce mécanisme est donc mis en place pour alerter I'organisme d’une infection afin de
mettre en place une réponse immunitaire adoptée. Le role de la LBP dans ce mécanisme de
défense est de présenter le LPS au co-récepteur CD14.

Le Cluster of differentiation 14 (CD14)

Le CD14 est un co-récepteur du TLR4 dans la cascade de signalisation induite par les LPS. C'est
une protéine qui existe sous 2 formes, soluble et membranaire. La forme membranaire (m-
CD14) exprimée a la surface des cellules immunitaires myéloides telles que les monocytes et
les macrophages. La forme soluble (s-CD14) est sécrétée par les cellules endothéliales ou par
clivage de la forme membranaire lorsqu’il y a un fort taux de LPS dans le sang et permet de
stimuler les autres cellules ne possédant pas de m-CD14. Les 2 formes de CD14 ont la capacité
de se lier au complexe LPS-LBP et de le présenter au TLR4 lié au MD2.

Il est a noter aussi que le CD14 peut reconnaitre d’autres structures microbiennes outre que
les LPS.

Toll Like Receptor 4 (TLR4)

Le TLR4 est exprimé aussi a la surface des cellules immunitaires myéloides. La découverte de
son réle dans la réponse immunitaire déclenchée par les LPS est récompensée du prix Nobel
de physiologie en 2011 a ses auteurs Bruce BEUTLER et Jules HOFFMANN. Le TLR4 s’associe
avec le MD2 puis va reconnaitre le complexe LPS-LPB-CD14. Le TLR4 est ensuite activé en
changeant de conformation et va induire une signalisation intracellulaire a I'origine de la
sécrétion et de la libération dans le sang de cytokines pro inflammatoires (IL6, IL13, IL18,
IL4, TNFa).

Myeloid Différenciation 2 (MD2)

C'est une glycoprotéine sécrétée qui se lie a la partie hydrophile du LPS et la partie
extracellulaire du TLR4. L’'interaction entre le MD2 et le LPS du complexe LPS-LBP-CD14
permet de relier ce dernier au LTR4 et d’induire son activation.

Outre la libération de cytokines pro-inflammatoires, une endotoxémie entraine aussi la
libération d’autres chimiokines, des protéines du complément (C3, récepteurs C3a et C5a),
des thromboxanes, des prostaglandines (PGE, PGF, PGI2), d’oxyde nitrique synthase (NOS) ou
des catécholamines, qui vont agir comme des mécanismes alternatifs dans la réponse de
I'organisme d’une présence bactérienne.

De ces mécanismes alternatifs, le role de I'oxyde nitrite (NO) dans I'induction de I’hypotension
lors de I'endotoxémie est bien défini. La synthése endogene de NO est principalement
catalysée par les isozymes de NOS qui sont divisés en deux catégories. Les oxydes nitrites
synthases constitutives (cNOS) et les inductibles (iNOS). Les cNOS sont régulés par la synthese
de calcium intracellulaire et se compose de deux isoformes, I'un est isolé dans les neurones
(nNOS) et I'autre dans les cellules endothéliales (eNOS). Dans les conditions physiologiques,
le NO libéré de maniere constitutive par les cNOS, participe a la régulation du tonus vasculaire
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basal, a l'inhibition de I'agrégation plaquettaire et a I'inhibition de I'adhésion des leucocytes a
I'endothélium. Les iNOS sont indépendants du calcium et sont induits par des agents pro-
inflammatoires (LPS, TNFa, IL-1b) dans les macrophages, I'endothélium, les cellules
musculaires lisses, les hépatocytes et les cardiomyocytes. Les iINOS sont a I'origine de la grande
production de NO lors de I'endotoxémie. La NO induit I'activation de la guanylyl cyclase
soluble et l'augmentation consécutive des niveaux intracellulaires de guanosine
monophosphate cyclique (cGMP). L'augmentation du cGMP entraine une relaxation des
muscles lisses vasculaires et une réduction de la réactivité aux vasoconstricteurs, contribuant
ainsi au développement d'une hypotension réfractaire au cours de I'endotoxémie. Le NO a
une action directe sur la ribonucléotide réductase (nécessaire a la synthése de I'ADN) et sur
plusieurs enzymes mitochondriales essentielles a la survie de la cellule. Le role du NO dans la
physiopathologie de I'endotoxémie suggere que son inhibition pourrait améliorer I'état
général des patients, ainsi des études sont menées dans ce sens.

Cependant, I'étendu et I’évolution de la réaction immunitaire face a I'endotoxémie va
dépendre de la quantité d’endotoxines et de leur virulence, de la durée d’exposition et de
I'aptitude du systeme immunitaire du malade face aux endotoxines.

La prise en charge des malades doit étre précoce et c’est pour cela que le diagnostic de
I’endotoxémie doit étre fait le plutét possible. La mesure de biomarqueurs d’endotoxémie
permet de poser le diagnostic.

VI.2 Prise en charge de L’'endotoxémie (Septicémie)

La prise en charge des patients sera tout d’abord détaillée de facon générale comme dans une
suspicion de septicémie ensuite spécifiquement, le traitement anti-endotoxine sera traité.

La prise a charge du patient repose en premier sur le diagnostic précoce de I'endotoxémie, et
la mise en place d’un traitement approprié et adapté a I'état générale du patient.
L’endotoxémie peut rapidement évoluer vers un choc septique si la prise en charge n’est pas
adaptée. Les criteres comme le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) et la
version rapide de I’évaluation séquentielle de la défaillance multiviscérale (q-SOFA) peuvent
aider a poser le diagnostic précoce.
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VI.3 L’évaluation de I‘endotoxémie ( septicémie)

Le SIRS, en raison d’une infection suspectée ou confirmée avec 2 des critéres suivants, permet
de définir une septicémie.

- Température inférieure a 36 °C ou supérieure a 38 °C

- Fréquence cardiaque supérieure a 90/minute

- Fréquence respiratoire supérieure a 20/minute, ou pression partielle artérielle de
dioxyde de carbone inférieure a 32 mm Hg

- Nombre de globules blancs inférieur a 4 x 10°/L ou plus de 12 x 10°/L, soit plus de 10
% de bandes.

D’autres scores peuvent étre utilisés en paralléle.

Le SOFA est un systeme de notation des dysfonctionnements majeurs des organes. |l se base
sur les niveaux d’oxygéne, le nombre de plaquettes, le score de I'échelle de coma de Glasgow
(évaluation des fonctions neurologiques centrales sur 3 critéres : 'ouverture des yeux, la
réponse motrice et la réponse verbale), le niveau de bilirubine et de créatinine et la pression
artérielle moyenne. Ces informations sont lourdes a obtenir au chevet des patients ainsi le
SOFA simplifié appelé g-SOFA est aujourd’hui utilisé pour le diagnostic.

Le g-SOFA se base sur 3 prédictions :

- Fréquence respiratoire d’au moins 22 respirations/minute
- Pression artérielle systoligue 100 mm Hg ou moins
- Altération de I'’état mental (score de I’échelle de coma de Glasgow < 15).

Un score de g-SOFA d’au moins égale a 2 et une infection suspectée ou avérée suggere
I'instauration d’un traitement agressif et une admission en soin intensif. Les critéres du score
de g-SOFA sont faciles a obtenir en pratique clinique, mais repose sur la capacité du clinicien
de détecter l'infection comme source des dysfonctionnements d’organe, ce qui n’est pas
évident au début de I'infection.

Les critéres de SIRS sont suggérés pour le diagnostic de la septicémie et le score gq-SOFA peut
étre utilisé comme un outil de triage.
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VI.4 Le traitement antimicrobien

Le traitement antibactérien doit étre initié dans la premiére heure suivant la détection de
septicémie et aprés avoir obtenu des échantillons pour la culture sans retarder la mise en
place de I'antibiothérapie. Le retard dans la mise en place de I'antibiothérapie est associé a
une augmentation de la mortalité. Initialement, I'antibiotique doit étre a large spectre en
couvrant tous les agents pathogenes, potentiellement impliqués. L'utilisation concomitante
de plusieurs antibiotiques est a privilégier pour assurer une large couverture. Le choix des
antibiotiques doit tenir compte des antibiotiques déja utilisés, du site de I'infection et du profil
microbien de I'environnement hospitalier. L’ajout d’antibiotique agissant sur les bactéries
multirésistantes peut étre nécessaire lorsqu’il y a une suspicion élevée de bactéries
multirésistantes telles que Pseudomonas et Acinetobacter. Si une origine nosocomiale est
suspectée des antibiotiques anti SARM (Staphylocoque aureus résistant a la méticilline) sont
recommandés.

Un dosage adapté des antibiotiques est important, car leur efficacité dépend du taux sanguin
maximal et de la durée de maintien du taux sanguin de |’antibiotiques au-dessus de la
concentration minimale inhibitrice de I'agent pathogene. Ainsi, il sera plus approprié de
débuter avec une dose de charge plus élevée pour atteindre un taux sanguin thérapeutique
et par la suite ajouter des doses supplémentaires selon I’évolution de I'état général du patient.

Lors de la prise en charge générale d’une septicémie sans distinction d’endotoxémie, un
traitement antifongique doit étre envisagé, lors d’une suspicion clinique d’infection fongique.
En cas de choc septique les échinocandines ou I'amphotéricine B liposomale doivent étre
introduits. Cependant, les antifongiques azolés ne sont appropriés que pour les patients
hémodynamiquement stables.

La désescalade antimicrobienne doit étre discutée quotidiennement et devrait étre un
élément important des visites quotidiennes, car les antibiotiques ne sont pas inoffensifs. Leur
utilisation prolongée est associée a une résistance. La stratégie de désescalade devrait
permettre de passer d’antibiotique de large spectre pour passer a un antibiotique de spectre
plus étroit en fonction des profils de sensibilité. Un test nasal pour les SARM permet de réduire
I'utilisation de la vancomycine et de linézolide. La désescalade peut étre instaurée 7 a 10 jours
pour la plupart des infections, mais elle peut étre plus long si le contréle a la source ne peut
étre réalisé, chez les immunodéprimés (et les infections fongiques).
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VI.5 La réanimation fluide

La septicémie est associée a une vasodilatation, a une fuite capillaire et a une diminution du
volume sanguin circulant efficace, réduisant ainsi le retour veineux entrainant une altération
de la diffusion tissulaire et un dysfonctionnement d’organe. L’'objectif de la réanimation est
de corriger le volume intracellulaire, d’augmenter I'oxygénation tissulaire et d’inverser le
dysfonctionnement des organes.

Un bolus cristalloide de 30 mL/kg est recommandé dans les 3 heures suivant la détection d’une
septicémie sévere. Cependant, I'administration de trop de liquide et notamment chez les
patients avec une réserve cardiorespiratoire limite pourrait entrainer des cedémes
pulmonaires, une insuffisance respiratoire hypoxémique et un risque accru de déces. Ainsi, la
réanimation fluide est gérée selon les phases consécutifs suivantes:

Sauver : au cours des premiéres minutes a quelques heures, des bolus fluides (un bolus fluide
de 1 a 2 L de solution cristalloide) sont nécessaires pour inverser I’hypoperfusion et le choc.

Optimisation : au cours de la deuxieme phase, les avantages de I'administration de liquide
supplémentaire pour améliorer le débit cardiaque et la perfusion tissulaire doivent étre mis
en balance avec les dommages potentiels.

Stabilisation : au cours de la troisieme phase, généralement 24 a 48 heures apreés le début du
choc septique, il convient d’essayer d’atteindre un bilan hydrique net neutre ou légerement
négatif.

Désescalade : la quatrieme phase, marquée par la résolution des chocs et la récupération
d’organes, devrait déclencher des stratégies agressives d’élimination des liquides.

Les solutions cristalloides (solution saline isotonique ou cristalloides équilibrés) sont
recommandées pour la réanimation volumique en cas de septicémie et de choc septique. De
plus en plus de preuves indiquent que les cristalloides équilibrés (solution de Ringer allaitée,
Plasma-Lyte) sont associés a une faible incidence de lésions rénales, a moins de besoins de
traitement de remplacement rénal et a une plus faible mortalité chez les patients gravement
malades. La solution saline isotonique est associée a |’hyperchlorémie et a l'acidose
métabolique.

La réanimation peut aussi étre guidée par les taux de lactate. Une augmentation du lactate
pendant la septicémie peut étre due a une hypoxie tissulaire, a une glycolyse accélérée (état
hyperadrénergique), a des médicaments (épinéphrine, agonistes béta-2) ou a une insuffisance
hépatique. La mesure du taux de lactate est un moyen d’évaluer la réponse a la réanimation,
permet d’évaluer I’hypoperfusion des organes terminaux.
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VI.6 Rétablissement de la pression artérielle

Aprés une réanimation liquidienne adéquate, une hypotension persistante et une
hypoperfusion sont causées par la perte du tonus vasculaire sympathique normal qui va
entralner une vasodilatation, des déséquilibres neurohormonaux, une dépression
myocardique et un déreglement micro-circulatoire. L'utilisation des vasopresseurs et des
inotropes permet de restaurer I'apport d’oxygéene aux tissus en augmentant respectivement
la pression artérielle et le débit cardiaque.

Lors de la réanimation la pression artérielle initiale cible recommandée est de 65 mm Hg. Un
objectif plus élevé peut aider les patients souffrant d’hypertension chronique et une cible plus
faible est bénéfique pour les chez les patients présentant une fonction systolique réduite, les
patients plus agés et les patients atteints d’'une maladie hépatique en phase terminale.

L'utilisation des vasopresseurs pour atteindre les objectifs de pression artérielle doit étre
évaluée par rapport aux risques pour le patient (arythmies, ischémies).

La noradrénaline a montré un bénéfice de survie avec un risque d’arythmie plus faible que la
dopamine. Selon les recommandations par les lignes directrices de la campagne Surviving
Sepsis, la noradrénaline est le vasopresseur recommandé pour atteindre les pressions
artérielles cibles. Un autre médicament sympathomimétique comme la vasopressine ou
I’épinéphrine peut étre ajouté pour limiter les doses d’adrénaline. Quand les doses de
noradrénaline dépassent 40 ou 50 pg/min, un autre vasopresseur est systématiquement
ajouté. Lorsqu’il a un dysfonctionnement cardiaque avec hypoperfusion persistante malgré
un état volumique et une pression artérielle adéquats, il est recommandé d’ajouter de la
dobutamine a la noradrénaline ou d’utiliser de I'épinéphrine seule.

L’épinéphrine est recommandée par les lignes directrices de la campagne Surviving Sepsis
comme vasopresseur de deuxiéme intention. Il a une activité alpha-et béta-adrénergique
puissante, ce qui augmente la pression artérielle moyenne en augmentant le débit cardiaque
et le tonus vasomoteur. Mais il est limité par un risque important de tachycardie, d’arythmie
et d’acidose lactique transitoire.

Vasopressine. Le choc septique impligue une carence relative en vasopressine. Il a été
démontré que l'ajout de vasopressine comme hormone de remplacement a un effet
d’épargne sur la noradrénaline, ce qui entraine une dose plus faible nécessaire.

La phényléphrine est un agoniste alpha-adrénergique pur qui est couramment utilisé dans le
choc septique. Son utilisation est limitée au choc septique compliqué par une tachyarythmie
importante ou en complément d’un choc vasodilatateur réfractaire jusqu’a ce qu’il y ait plus
de preuves de ses avantages.

L’angiotensine Il a récemment été approuvée comme vasopresseur pour une utilisation en
cas de choc septique. Il active les récepteurs de l'angiotensine de type 1la et 1b pour
augmenter le calcium intracellulaire dans les muscles lisses, favorisant ainsi la
vasoconstriction. Les données cliniques liées a son utilisation sont limitées a un essai récent
qui a montré que l'ajout d’angiotensine Il améliorait la pression artérielle chez les patients
présentant un choc vasodilatateur réfractaire recevant des vasopresseurs a forte dose.
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Les agents inotropes peuvent étre nécessaires chez les patients présentant un débit cardiaque
insuffisant aprés une réanimation liquidienne due a une cardiomyopathie induite par une
septicémie ou a un choc combiné. Les données sont limitées, suggérant un agent inotrope
optimal dans le choc septique, mais I'épinéphrine et la dobutamine sont les plus couramment
utilisées. Une comparaison de la noradrénaline plus dobutamine par rapport a I'épinéphrine
dans le choc septique n’a trouvé aucune différence dans la mortalité, les effets secondaires
ou la durée du choc.

Les corticoides

S’il y a un besoin continu de vasopresseur, il est recommandé d’utiliser des corticoides en iv.
Le corticostéroide typique utilisé chez les adultes présentant un choc septique est
I’hydrocortisone IV a une dose de 200 mg/jour administrée sous forme de 50 mg par voie
intraveineuse toutes les 6 heures ou en perfusion continue. Il est introduit lorsque la dose de
noradrénaline ou d’épinéphrine est supérieure a 0,25 mcg/kg/min au moins 4 heures aprés
I'initiation.

Lors d’une septicémie I'utilisation d’antimicrobien adapté est essentielle pour la survie des
patients. Mais lorsque la septicémie est d’origine endotoxinique I'antibiothérapie seul n’est
pas suffisante, I'ajout d’un traitement anti-endotoxine pourrait considérablement améliorer
la survie des patients.

VI.7 Traitement anti-endotoxine

Dans I'endotoxémie le syndrome de septicémie et de choc septique sont induits par les
endotoxines (LPS) situées dans la membrane des bactéries a Gram négatives. Une bonne prise
en charge de I'’endotoxémie comprend un traitement antimicrobien approprié, des liquides et
des électrolytes, un soutien nutritionnel, I'administration de vasopresseurs et une ventilation
mécanique si nécessaire. Ces derniers sont définis par les mémes modalités citées plus haut,
mais en plus un traitement anti-endotoxine est bénéfique dans certains cas.

VI.7.1 Les anticorps monoclonaux anti-endotoxines

Les anticorps sont dirigés contre le lipide A des LPS, ce sont des immunoglobulines M (IgM).
Deux anticorps anti-endotoxines ont fait I'objet d’étude clinique pour la prise en charge d’une
endotoxémie. Il s’agit de I'lgM E5 qui est entierement murin et de I'lgM HA-1A qui dérive d’une
lignée cellulaire humaine et d’un petit fragment de protéine murin.

IgM E5 : est obtenu en immunisant des souris avec des cellules d’Escherichia coli 15 bouillies
puis leurs cellules de la rate sont prélevées et fusionnées avec des cellules de myélome murin
pour produire une seule lignée cellulaire qui produit un anticorps dirigé spécifiquement contre
le lipide A. Il est administré par voie intraveineuse a une dose d’environ 2mg/kg et la dose
peut étre adaptée et répétée. Le produit est bien toléré avec peu d’effets indésirables. Des
études ont démontré une amélioration de survie des patients avec une septicémie sans état
de choc réfractaire.
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IgM HA-1A : est un anticorps hybride humain-murin. Des études ont démontré une diminution
de la mortalité dans le groupe recevant la dose de HA-1A, et est efficace chez les patients en
état de choc réfractaire.

D’autres études ont été menées sur des anticorps bloquant les récepteurs des LPS, comme
I'anticorps anti-récepteur TLR4. |l est capable d’inhiber la cascade de signalisation
intracellulaire, réduisant ainsi la production de cytokines inflammatoires, et diminuait
significativement la |étalité associée au choc septique. Mais ces résultats sont du fait que la
mortalité de ce modele soit essentiellement liée par la présence d’une grande quantité
d’endotoxine circulante.

Aujourd’hui 'utilisation des anticorps anti-lipide A et anti-récepteur des LPS est limitée avec
des critéres rigoureux de sélection des patients, car le rapport bénéfice colt est trés faible. Le
bénéfice que les anticorps apport a la prise en charge de I'’endotoxémie n’est pas satisfaisant
ainsi d’autres alternatives sont développées, comme I'épuration des endotoxines circulantes.

VI.7.2 Epuration extracorporelle de I'endotoxine circulante

De nombreuses approches visant a neutraliser les endotoxines ou de bloquer son interaction
avec les récepteurs n‘ont pas démontré une efficacité suffisante dans la prise en charge de
I’endotoxémie. L'épuration extracorporelle est une approche permettant d’épurer seulement
I’excés d’endotoxine dans le sang ce qui n"empéche pas la réaction inflammatoire primaire
nécessaire pour un contréle de I'infection. L’épuration de I'endotoxine circulante est réalisée
sur une colonne similaire a celle utilisée pour ’hémodialyse ou I’hémodiafiltration, mais la
polymyxine B est fixée sur la membrane de polystyréne. La polymyxine B (connue aussi sous
le nom de colistine) est un antibiotique cationique cyclique liant I'endotoxine avec une haute
affinité et permet d’absorber I'endotoxine circulante.

Pour I’épuration d’endotoxine, le sang est pompé au niveau veineux puis passe a travers la
colonne et est ensuite réinjecté également au niveau veineux par un cathéter a double lumiére
de type cathéter de «dialyse». La durée d’hémoperfusion est de deux a trois heures et peut
étre répétée. Cette colonne (Toraymyxin®) est inventée par une firme japonaise (Toray).

Ce traitement est bien toléré et n’a aucun effet secondaire spécifique. Une étude menée en
Italie a démontré une augmentation de la pression artérielle, un plus faible besoin en
vasopresseurs et une récupération plus rapide des organes défaillants chez les patients soumis
a I’épuration. Le mécanisme d’obtention des bénéfices n’est pas élucidé, mais il se peut que
d’autres médiateurs en plus de I'endotoxine circulante soient épurés.

Plusieurs approches sont utilisées pour la prise en charge de I'endotoxémie, mais les résultats
sont peu satisfaisants avec des co(ts tres élevés. Il n’y a pas un traitement spécifique, mais
plutdt une approche globale individuelle en fonction de la clinique et la mise en place d’une
thérapie précoce adaptée.
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VII.

Conclusion

Les préparations injectables sont des produits de santé qui doivent étre stériles, apyrogénes
et aparticulaires. Leur production s’effectue dans un environnement adapté avec un
personnel formé et qualifié pour pouvoir fournir un niveau de qualité requis du produit. L’essai
de stérilité permet de s’assurer de la stérilité, I'essai endotoxine de I'absence de pyrogene et
le mirage pour vérifier I'absence de particule dans le produit fini. La stérilisation est réalisée
pendant la production (répartition aseptique) ou sur le produit fini (stérilisation terminale).
Mais la dépyrogénation n’est réalisée que sur les articles en contact direct avec le produit
(verrerie). Actuellement, il n’existe pas de méthode permettant de réaliser la dépyrogénation
sur le produit fini. Ainsi, 'assurance de I’'absence de pyrogene repose essentielle sur la qualité
de production (environnement, équipement de protection, gestuelle,) et sur les essais
d’endotoxines. L’endotoxine est une lipopolysaccharide de la membrane externe des
bactéries Gram négatif, c’est un des pyrogénes les plus redouté, car elle n’est pas éliminée par
les méthodes de filtration stérilisante, elle résiste a des hautes températures et est trés nocive
méme a |'état de trace. Dans le sang, les endotoxines peuvent entrainer une endotoxémie
pouvant aboutir a un choc septique. Aujourd’hui, il n’existe pas un traitement spécifique
contre I'endotoxémie, mais plutét une prise en charge globale avec des agents antibiotiques
adaptés, des vasopresseurs, une réanimation fluide et si I'état clinique le justifie I'ajoute d’un
traitement anti-endotoxine. Plusieurs études sont menées sur les anticorps anti-lipide A et les
anticorps anti-récepteur des LPS, mais les résultats sont peu satisfaisants pour des co(ts de
traitement trés élevés. Une autre approche comme [I'épuration extracorporelle de
I’endotoxine circulante pourrait apporter une amélioration de la survie des patients. Ainsi le
traitement spécifique de I'endotoxine est soumis a des critéres rigoureux qui prends en
compte les traitements déja instaurés, I’état clinique du patient et le bénéfice potentiel.
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Résumé

Les préparations injectables sont des médicaments qui sont directement injectés dans la
circulation sanguine, ce qui les rend potentiellement nocifs s’ils ne sont pas de bonne qualité.
Lors de la fabrication de médicaments injectables, le personnel, I'environnement de
production et les matieres premiers sont régis par des normes permettant d’assurer leur
qualité et leur innocuité. Des controles sont aussi effectués sur le produit fini, tel que I'essai
de stérilité et I'essai d’endotoxine afin de s’assurer d’absence d’éventuel contamination et s’il
y en a, de mettre en place des mesures nécessaires pour une décision de libérer ou non le lot.
L'essai endotoxine est particulierement important pour les préparations injectables. Ces
essais sont décrits dans la pharmacopée Européenne et le choix de la méthode doit étre
adapté au produit. L’endotoxine est un lipopolysaccharide (LPS) présent dans la membrane
externe des bactéries Gram négatives. Les endotoxines injectées méme a I'état de trace
peuvent causer des complications graves chez le patient, ce sont des pyrogénes qui entrainent
une élévation de la température et déclenchent une réaction inflammatoire inappropriée
pouvant entrainer une endotoxémie chez le patient. L’'endotoxémie est induite par la
présence d’endotoxine dans le sang et sa prise en charge est complexe. |l n’existe pas un
traitement spécifique a I'endotoxémie, mais plutét une approche globale de prise en charge
d’une septicémie. La prise en charge doit étre précoce avec un antibactérien adapté, une
supplémentation en fluide, des vasopresseurs pour hypotension et une ventilation si
nécessaire. Cependant les anti-endotoxines tels que les anticorps monoclonaux pourraient
étre utilisés, mais ils n’ont pas démontré une efficacité suffisante et le colt de la thérapie est
élevé. L'épuration extracorporelle de I'endotoxine circulante pourrait apporter de meilleurs
résultats de survie, mais elle est aussi trés chére.

Mots clés : Endotoxine bactérienne, préparation injectable, essai d’endotoxine, essai de
stérilité, endotoxémie, anti-endotoxine.
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Résumé

Les préparations injectables sont des médicaments qui sont directement injectés dans la
circulation sanguine, ce qui les rend potentiellement nocifs s’ils ne sont pas de bonne qualité.
Lors de la fabrication de médicaments injectables, le personnel, I'environnement de
production et les matieres premiers sont régis par des normes permettant d’assurer leur
qualité et leur innocuité. Des controles sont aussi effectués sur le produit fini, tel que I'essai
de stérilité et I'essai d’endotoxine afin de s’assurer d’absence d’éventuel contamination et s’il
y en a, de mettre en place des mesures nécessaires pour une décision de libérer ou non le lot.
L'essai endotoxine est particulierement important pour les préparations injectables. Ces
essais sont décrits dans la pharmacopée Européenne et le choix de la méthode doit étre
adapté au produit. L’endotoxine est un lipopolysaccharide (LPS) présent dans la membrane
externe des bactéries Gram négatives. Les endotoxines injectées méme a I'état de trace
peuvent causer des complications graves chez le patient, ce sont des pyrogénes qui entrainent
une élévation de la température et déclenchent une réaction inflammatoire inappropriée
pouvant entrainer une endotoxémie chez le patient. L’'endotoxémie est induite par la
présence d’endotoxine dans le sang et sa prise en charge est complexe. |l n’existe pas un
traitement spécifique a I'endotoxémie, mais plutét une approche globale de prise en charge
d’une septicémie. La prise en charge doit étre précoce avec un antibactérien adapté, une
supplémentation en fluide, des vasopresseurs pour hypotension et une ventilation si
nécessaire. Cependant les anti-endotoxines tels que les anticorps monoclonaux pourraient
étre utilisés, mais ils n’ont pas démontré une efficacité suffisante et le colt de la thérapie est
élevé. L'épuration extracorporelle de I'endotoxine circulante pourrait apporter de meilleurs
résultats de survie, mais elle est aussi trés chére.

Mots clés : Endotoxine bactérienne, préparation injectable, essai d’endotoxine, essai de
stérilité, endotoxémie, anti-endotoxine.
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