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Résumé

Dans le cadre de notre étude, nous avons effetévaluation et lintroduction a
I'utilisation du test lysat amoebocytes des limulgsAL) par méthode de gélification
« gel-caillot » comme un test alternatif, afin denplacer le test pyrogene de lapin.

L'analyse a été effectuée sur le NaCl utilisénoe étant matiere premiere pour la
production des médicaments injectables et le ptdohiiqui est le NaCl hypertonique a 10%
SAIDAL, la présence des endotoxines a été exanenédtilisant simultanément le test LAL

et le test pyrogene de lapin.

L’étudein vivo « Test pyrogene de lapin », que nous avons meang Ists de lapins , nous
a permis de contréler si notre produit a analysatient des substance pyrogene ou non par la
mesure de I'élévation de température corporelldajgas durant 4 heures de mesure. A la fin

du test on a pu assurer que notre produit anatgstéegempt de substance pyrogene.

L’étudein vitro « Test LAL », que nous avons mené sur la baseedétude qualitative pour
la validation du test de recherche spécifique aet®xines bactériennes, nous a permis de
confirmer la sensibilité du lys&)( envers I'endotoxine « Control Standard Endotoxin
(CSE) », aussi bien de chercher les facteurs dférences qui peuvent détériorer I'analyse, et
de déterminer la sensibilité du lysat en présen@nd’absence de notre produit examiné et
gue la valeur soit dans l'intervall&/R_ 2(] et enfin nous a permis de valider le test LAL par

application de I'essai limite.

Mots clés : Endotoxine, Lipopolysaccharide, pyrogene, lysatoanocyte des Limules,

sensibilité, Control Standard Endotoxine, factéimtdrférences.
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Abstract:

As part of our study we conducted the evaluatod introduction to the use of the test
lysate amoebocytes of Crabs (LAL) by method ofiggll'gel-clot" as an alternative test, in
order to replace the Rabbit pyrogenic test.

The analysis was carried out on NaCl used asrdle material for the production of
injectable drugs and the finished product whichhygpertonic NaCl at 10% Saidal, the
presence of endotoxins was examined simultaneausiyg the LAL test and The Rabbit

pyrogenic test.

The in vivo study "Rabbit Pyrogenic Test", which we conducted 3 batches of rabbits,

allowed us to control whether our product to belym®l contains pyrogenic substance or not
by measuring the elevation of body temperatureabbits during 4 hours of measurement. At
the end of the test we were able to ensure thatinalyzed product was free of pyrogenic

substance.

The in vitro "LAL test" study, which we condudten the basis of a qualitative study for the
validation of the specific bacterial endotoxin gssallowed us to confirm the sensitivity of
the lysate ) to the endotoxin "Control Standard Endotoxin (GSElso to look for
interference factors that can damage the analysig@determine the sensitivity of the lysate
in the presence and absence of our examined pradhgcthat the value is in the meantime

[£/2 _ 24] and finally we Allowed to validate the LAL tesylapplication of the limit test.

Key words: Endotoxin, Lipopolysaccharide, Pyrogenic, crab®anocyte lysate, sensitivity,

Standard Control endotoxin, interference factor.
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Liste des abréviations:
CA : Certificat d’analyse.
CSE : Controle Standard Endotoxin.
E. coli: Escherichia. coli.
Eau EEB : Eau pour essai des endotoxines bactériennes.
EEB : Essai des endotoxines bactériennes.
EDA : Food Drug Adminitration.
IL-1 : Interleukine 1.
IL-2 : Interleukine 2.
LAL : Lysat d’amoebocytes de limule.
LE : Limite en endotoxines.
M.P_: Matiere premiere.

NaCl : Chlorure de sodium .

-

.F : Produit fini.

Ph. Eu : Pharmacopée européenne.
RPT : Rabbit pyrogen test.

RSE : RéférenceStandard Endotoxin.

| : Unité internationale d’endotoxine.

E : Unités d'endotoxines.
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Introduction



Les endotoxines issues de bactéries a Gram négatift des substances de nature
lipopolysaccharidique. Elles sont les principakesponsables des effets toxiques attribués a la
contamination des produits pharmaceutiques parpgiesgenes (Martino TK, 1998). Leur

activité pyrogene est plus élevée que celle déulggpt des autres substances pyrogenes.

L’administration des endotoxines par voie paratéeengendre des réactions fébriles de la
fievre a de faibles doses jusqu’aux chocs septiguenéme des déces a des doses trés
forte(Martino TK, 1998).ll n'existe aucun traitemespécifique, on a uniquement des

traitements symptomatiques.

Il est souvent justifié d’'interpréter 'absencertletoxines bactériennes dans les préparations
injectables (Solutés, vaccins, perfusions) commaivéatent a I'absence de pyrogéne a
condition que I'éventualité de la présence de pdneg autres que des endotoxines puisse étre

exclue. (FDA et Ph. Eu, 2017 9.0).

L’essai des endotoxines bactériennes destiné atétibn des endotoxines produites par les
bactéries a Gram négatif, sont deux, le test pyregde lapins (RPT); tesh vivo
traditionnellement utilisé ; et le test lysat d’a@bocytes des Limules test vitro, qui

souhaite remplacer le test tradition(@lechovaR et PivodovA D.2001)

Dans le cadre de I'étude d’évaluation etde vébaadu test de dosage des endotoxines
bactériennes par le lysat d’amoebocyte des Limigsis(AL), par technique de gélification
pour le NaCl matiere premiéere et NaCl hypertonigu®% SAIDAL comme un test alternatif
gui souhaite remplacer le test pyrogéne de lapiotre étude a été expérimentée par :

Un testin vivo qui se base sur I'élévation de la températurearetfe des lapins a essais
apres l'injection de la solution a examiner NacCl.

Un testin vitro basé sur la formation de gel-caillot en préseneadbtoxines bactériennes
Comme indiqué dans l'essai des endotoxines baostépar méthode LAL, il faut disposer

d’'information sur :

La conformité de la sensibilité du lysat (réactibll, responsable de la détection des
endotoxines) afin de confirmer la valeur déclaréla@harmacopée Européenif2] 2¢].Un
essai de recherche des interférences qui peuvegriatér le produit a analyser et enfin une

essai limite ou de routine pour la validation dst teAL.
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Chapitre 1

Control de gualité biologique des
medicaments injectables



|. Introduction :

Les médicaments destinés a la voie parentécaemnt satisfaire de maniere tres rigoureuse
a plusieurs essais dont celui de la stérilité, detamination particulaire et endotoxines
bactériennes en appliquant les concepts d’'assucprateé(Ph. Eu 9.0. 2017).

Pour préserver leur qualité, des précautionyetdi étre prises pour limiter la charge
microbienne avant la stérilisation en utilisant desmposants comportant un niveau
suffisamment faible de contamination microbieiRkilippe P. 2001) Ceci semble suffisant,
mais pour assurer une qualité microbiologique sibaible pour la production de médicaments
parentéraux conformes est en vérité incompkour ces raisons, le contréle de la
contamination microbiologique des produits pharmtigees a usage parentéral est évalué en
amont, au cours des différentes phases de dévelgmpalu produit et durant les fabrications
ainsi gqu’a la fin sur le produit fifiMathieu S etal., 1996).Cela nécessite une série de tests
microbiologiqgues a effectuer pour savoir les ddfées origines de contamination
accidentelles qui peuvent toucher la santé deengatiCes tests se concentrent sur le nombre
et le type de micro-organismes, sur les impuretisstque les endotoxines bactériennes. Bon

nombre de ces tests sont décrits dans différeh@snacopées internationales.

La stérilité et I'apyrogénicité, définies commes absences respectives de micro-
organismes variables et de substances pyrogénestitaent des criteres de qualité
microbiologique et de sécurité pour I'administratides médicaments ou ['utilisation des
dispositifs médicaux chez 'lhomnfakers MJ, 1984).

[I. Médicament injectable
1. Définition

Les médicaments injectables sont constituéBgdede en solution ou en suspension, ou
d'émulsion, pouvant étre administrés sous formepid@re (voie parentérale). Le terme
Parentéral veut dire étymologiquement : a cotéalpdes intestins ; c'est-a-dire tout ce qui,

dans 'organisme, entre par une voie autre que del intestinPfeiffer R. 1892).



2. Forme pharmaceutique destinée a la voie parentgie

Il existe 3 catégories principales de préparati@stidées a étre injectées, perfusée ou

implanté.

@Préparations injectables :Ce sont des solutions, des émulsions ou des suspsrstériles

dans I'eau pour préparation injectable ou un ligustérile non agueux ou un mélange de ces

deux liquides. Elles doivent étre apyrogenes.

@Préparations pour perfusions 1.V : Ce sont des solutions aqueuses ou des émulsions en

phase aqueuse stériles et apyrogenes. Elles sstinabs a étre administrées en grand

volume, ce sont les solutés massifs.

@Poudres pour injection ou perfusion |.V : Ce sont des substances solides et stériles

réparties dans leur récipient définitif, elles femh rapidement une solution ou une suspension

apres agitation avec le volume prescrit d’'un liguighproprié et stérile.

[1l. Contréles biologiques de routine appliqgués auxnédicaments injectables

stériles et apyrogenes :
1. Introduction

Le controle biologique de routine appliqué ptes médicaments injectables consiste a
assurer deux notions : la stérilité et I'apyrog#éic

La stérilité et 'apyrogénicité, définies comme Bssences respectives de micro-organismes
viables et de substances pyrogenes, constituentrdeses de qualité microbiologique et de
sécurité pour I'administration des médicaments’atilitation des dispositifs médicaux chez
’lhomme.(Le hir A. 1988).

Le contrble de ces paramétres, en termes d’ohjedif conditions opératoires et
d’interprétation des résultats, est fixé par legla@entations ou normalisations par
pharmacopées européennes et ameéricaines pour ldgaménts ; et normes, pour les
dispositifs médicauAkers MJ, 1984).



2. Control de qualité des médicaments

Le contrdle qualité des médicaments est unmebksede mesure qui permet de savoir si les
médicaments fabriqués ou vendus par une entremisd conformes ou non a des
spécifications et exigences préétablies par lerggfiel controle qualité des médicaments
(ISO 17025. 2013).

En microbiologie, pour les préparations pharmaceutiques telles q@e slelutions
parentérales, injectées dans le systéme sanguirsoois la peau, les pharmacopées
internationales demandent dans un premier cas,stérdité complete, dans I'objectif du
contrble de stérilité des injectables en vérifiilabsence de micro-organismes dans un
échantillon représentatif d’'un lot de médicameRtsis un essai de recherche des endotoxines
bactériennes pour garantir I'apyrogénicité, ungopété indispensable qui empéche la montée

de fievre toujours d’'un lot de médicame/einenbaum G. etal., 1971).
2.1. Steérilisation :

La Stérilisation est un systeme de mise en eedian ensemble de méthodes et de moyens
visant & éliminer (ou détruire) tous les micro-arigenes vivantgI'lSO 11139:2001. 2.42)
dans le but d’atteindre I'état de stérilité, c’astlire pouvoir garantir avec un risque maitrisé

I'absence de micro-organisme viable

Différentes méthodes appropriées au terme delistéon sont appliquées selon la
sensibilité des multiples microorganismes. Dangréamier cas, il est indispensable d'utiliser
des méthodes qui ne sont pas susceptibles de Gempeolifération ultérieure des germes
étudiés en utilisant essentiellement des méthotigsiques dans le deuxiéme cas, il sera
possible d'utiliser des méthodes plus variées effed plus durable (méthodes physiques et
chimiques)Simonet M etal., 1995).

2.2. Apyrogeénicité

Un produit est dit apyrogene lorsqu'il n‘'engenghs d'augmentation de température interne
chez un animal a sang chaud ou chez I'humain.drdisation a l'autoclavage est insuffisante,
en ce sens que des bactéries détruites peuvenstsulet larguer des endotoxin@illiam
K. 2003).



Les produits apyrogenes sont demandés partilesateurs dans différents domaines, en

particulier dans la culture de cellules et de ssdtn effet les substances pyrogénes peuvent
avoir un effet cytotoxiquéWilliam K. 2003).

La méthode utilisée pour tester et certifiespyrogénicité des produits est le test

(Lysat Amoebocytes des Limulgs un test alternatif du test pyrogene de lapin RPT
(Friberger P. 1987).



Chapitre 2

Endotoxines bactériennes



I. Introduction

L’endotoxine bactérienne se référe a desacoimants tres répondus et tres puissants dans
'environnement tel que les lipopolysaccharidesités a la face externe des bactéries a Gram
négatif (keithEsch R etal., 2010).Elle diffuse dans des milieux ou la présence dedel
bactéries est favorisée, comme les réservoirs drepliqués dans le processus de fabrication

des produits pharmaceutiques et les médicamersage parentérélhyssen M etal. 2003).

Pyrogene, est une substance qui génere dévie fiL’endotoxine est définie comme une
principale substance pyrogéne. D’origine, les pgregs sont nombreuses est de point de vu
de leur nature, elles sont soit endogénes commepaskines (interleukin-1 et interleukin-2)

ou soit des pyrogenes exogenes qui sont les plsriamts dans le domaine pharmaceutique.

Les pyrogenes exogenes induisant une fievre goincipalement et majoritairement
produites par les bactéries a Gram négafibet partie de I'endotoxine. C’est le lipide A, une
partie endotoxinique du LP@ietschel etal., 1993).En tant que puissant immunostimulant,
I'endotoxine peut activer une variété des cellif@aunitaires des mammiferes a la fois dans
le corps, en particulier le systéme circulatoireleiéche une sécrétion excessive d'une large
gamme de cytokines. Cela peut entrainer une defadl multiple des organes ou choc
septique et méme la mortalité chez les patientsitaddoination par I'endotoxine est un
probléme important dans le monde entier qui affelge centaines de milliers de patients
chaque annéd.( Y et BoraschiD. 2016) De plus, I'endotoxine est extrémement stable et
peut supporter I'extréme pH, haute températureéehenautoclave. La détection précise et le
contr6le strict de I'endotoxine est donc une étajigjue dans la fabrication et le contrdle de
la qualité des produits médica(Das A et Pet Kumar PS. 2014).

Dans l'assurance qualité des produit médicaugage parentéral, des tests de stérilité sont
indispensables, il est crucial d’éviter la présenes pyrogénesl’endotoxine peut étre
mesurée principalement par deux méthodes: le RRSseLAL (Pardo-Ruiz Z etal., 2016).

Le RPT est basé sur le fait que la présence dexidet induit une température corporelle
élevée chez les lapins et la limite de détectiore®,5 UE/mI (1 UE = 1 unité d'endotoxine).

Le test LAL, basé sur le fait que les extrait®t@iques du crabe a chevaimulus.
Polyphemus,peuvent coaguler en contact avec l'endotoxine m@&wec une quantité
inferieure a 0.5 UE/mL(Blechova et Pivodova. 2001)Ce dernier est effectué dans trois

différents formats, y compris le dosage gel-calohéthode de gélification », technique



colorimétrique et technique turbidimétrique. k@s de gel-caillot, est la méthode

référentielle la plus commuriBang et Levin. 1956).

Il. les endotoxines bactériennes
1. Définition

Le mot endotoxine se compose du préfixe geawe», qui signifie a l'intérieur, et du mot
« toxine » signifiant substance qui confere sonvpoyathogéne toxiquéRichard Pfeiffer.
1892).Les endotoxines sont des complexes macromoléeslaxiques intégrales de maniére
constitutive dans la membrane externe de toutaeties a Gram neégatif. Elles sont de nature
lipopolysaccharidique, sont thermostables ou thegsistantegBrown TM et al.,1983)
Elles ne peuvent étre sécrétées a I'extérieur detehies qu’aprés une lyse bactérienne.

La lyse est un processus de destruction deéiact Gram négatif provoquée par

I'éclatement de la membrane plasmigRéchard Pfeiffer et Koch. 1892).

2. Effets des endotoxines

Les bactéries a Gram négatif abritent une gigadendotoxine dans leur environnement,
alors qu’elles sont en croissance active et en dgraguantité lors de la lyse ou la

multiplication bactérienn&ohnson J efal., 2006).

Aucune autre substance pyrogéne naturelle eominduit une aussi grande diversité
d'effets cellulaires et physiologiques, affectanéspue toutes les fonctions majeures de
'organisme, allant de la simple fievre a un étatathoc souvent mortel. L'incidence des

pathologies associées est en constante augmen(Rieischel. 1991).

Lorsque les endotoxines parviennent a atteitedogrculation sanguine avec une forte dose,
en général supérieure de S5UE/mL (Limite en endomxacceptée par le corps humains)
(FDA), elles peuvent déclencher des réponses qui Bagtlle systéme immunitaire du corps
et altéerent leur performano@rade H. 1992) elles peuvent également occasionner une
réponse inflammatoire générale démesurée, ou symdrae réponse inflammatoire
systémique, pouvant entrainer une fievre accomgageéfrisson ou un choque toxique et
méme une insuffisance circulatoire qui tue en darédes organes mor{Raetz RJ et al.,
2009).



Paradoxalement ces mémes endotoxines renfotaedéfense naturelle de I'organisme
contre les infections bactériennes et les infestianales lorsqu’elles sont présentes dans la

circulation sanguine avec une faible dose infeeeubUE/mL(Cooper J. 1991).
3. Description et localisation des endotoxines bagiennes

La structure des endotoxines, est un compteReotéino- Phospholipido-lipopolysaccha-
ridique ». Il est formé de 5 a 10% de protéinesl@l@ 25% de phospholipides et de50 a 70%
de lipide. L’endotoxine bactérienne est une compiesatégrale de la membrane cellulaire

externe des bactéries a Gram nédatifdré B. 1940)

La structure fondamentale de la membrane ed#ltuldes bactéries a Gram a négatif
(Figure 01) est identique pour toutes les espe@avid. C, 1992).Elle se compose d’'une
membrane externe complexe et double, organiséagbm fasymétrique, contenant des LPS
identifiés dans toutes les bactéries Gram négasvessponsables d’'une partie de l'activité
biologique ; une membrane cytoplasmique internesegui de barriere osmotique, constituée
de protéines et de phospholipides et une fine @uwleh peptidoglycane que l'on retrouve
intercalée entre les deux membrane et qui a pdaideémaintenir l'intégrité de la structure et

de la forme caractéristique de la bactérie.

1 } O-polysaccharide

Core polysaccharide
-—— Lipid A
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W ——— Membrane protein
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Figure 01 : Structure fondamentale de la membrane cellulaisebdetéries a

Gram negatif (Molucular biochemisrty and cellulaiology).



4. Composition d’endotoxine

Les endotoxines sont constituées d’'un ensemidléagments ancrés dans la membrane
externe de la paroi des bactéries a Gram négatf.région externe représente un
polysaccharide, c’est un ensemble de polymérestinohsde plusieurs oses liés par des
liaisons osidiques. La région interne, représemtelipide essentiel interne intégral de la
membrane externe des bactéries de la méme clakse,vieent 'origine d’endotoxine
(Christian R H. 2009).Du fait que la partie lipidique de LPS est intégdéas la membrane
externe des bactéries a Gram négatif, les enda@exgont connues comme LPS Layer
(Rietschel etal., 1996).

Les endotoxines sont donc formées de trois nsgid.a chaine O-spécifique, le caeur et le
lipide A.

La chaine-O spécifique : La chaine-O spécifique est I'antigéne principake surface
constituée d’'un polymére de molécules d'oligosaddia identiques, qui sont appelées unités
répétitives(Williams k. 2003).Jusqu’a 50 unités peuvent se répéter pour formehdéne-O
spécifique. La nature, le type de lien, la struetainsi que la séquence dans une unité
répétitive sont des caractéristiques d'un lipopatgharide donné et sont uniques pour un
sérotype bactérie(Westphal et Luderitz, 1991) La chaine-O spécifique est la région qui
représente la plus grande variabilité des RBinson A etal., 1989).

Le cceur : La région du cceur est constituée d’hétéropolysaabds, Elle se divise en deux
parties : le cceur interne et le coeur externe. biabilité structurale du coeur est limitée d’ou
les différences structurales se rencontrent prateipent dans la région externe. Tandis que la
région interne a une structure bien conservéeoterest lié de facon covalente au lipide A et
a la chaine latérale de I'antigengBuzéby JP. 2000).

Le lipide A: est un constituant lipidique d'une endotoxine ocesable de la toxicité des
bactéries a Gram négaiifvilliams k. 2003). Il forme la partie la plus interne des trois
régions de la molécule de lipopolysaccharide (LR&ek ou endotoxine), et sa nature
hydrophobe lui permet d’ancrer la partie polysacdigue dans la membrane externe par des
liaisons covalentes(Witfield C. 2002). Bien que ses effets toxiques puissent étre
particulierement néfaste, la détection de lipidgdk le systéeme immunitaire humain peut
s’avérer déterminante pour la réponse immunitaire iafections & Gram négatfCarlson

RW etal., 2002).
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Figure 02 : Structure fondamentale et composition chimique dixoxine
Bactérienne (Molucular biochemyiand cellulair biology).

5. Activité biologique des endotoxines

Les endotoxines secrétées, ont plusieurs aditiiologiques ; la pyrogénicité et la toxicité
en sont des exempl€Reatz RJ.1991).a chaine-O spécifique du LPS est I'antigéne reaonn
de facon spécifiqgue par le systeme immunitaire Wtse infection(Westphal O etal.,
1996) il contribue donc a une pathogénie potentielien lgue ce soit le composant lipidique
(Lipide A) qui détermine la pathogénicité, propgi@ndotoxique du LP&alanos C etal.,
1984).

Sur le plan immunologique ; le polysaccharidaché au LPS constitue I'antigene O
responsable de l'activité antigénique. Ce derniéclehche une réaction immunitaire en
faisant produire par I'organisme infecté des amfisoque le reconnaissent spécifiquement
(Luederitz O. 1961).
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La chaine latérale d’antigene O peut égalénshanger rapidement pour échapper a la

détection par le systéeme immunitaire.

Sur le plan physiopathologique, le LPS, ext@rant toxique, représente le lipide A
comme le principe A comme un principe actif respds du pouvoir toxique. de
I'endotoxingRylander R etal., 1987).

Dans certaines infections graves, les badén elles se multiplient, 'endotoxine ou LPS
libéré peuvent passer dans la circulation sangsgnient par I'intermédiaire du lipide A aux
protéines cellulaires spécifigue de macrophage o&gnpcléaire neutrophilesEuzéby J.
2000)

En outre, lorsque des cellules bactériennast dgsées par réaction du systeme
immunitaire, des fragments des membranes conteealipide A sont libérées dans la
circulation sanguine, engendrant une toxicité néf@salanos C. 1984)ui peut provoquer,
de la fievre tout en stimulant les macrophage®@eélde plus en plus la sécrétion « des IL-1,
IL-6, cytokines...etc. ».Ces substances transpopi@ese sang augmentent et accumulent la
construction des prostaglandines, agissant a tmur qur les neurones de I'hypothalamus
antérieur responsable du réglement de températteené de I'organisme a un niveau plus
élevé(Coceani F., 1991)l provoque aussi des diarrhées et parfois une teyjsoon due a une
vasodilatation des vaisseaux sanguins et une Ilhyqfgie sévére qui peut mener a un choc
endotoxique mortel (également appelé choc sep(biaglino TK, 1998).Lors d’'une
infection grave et sévere, I'endotoxine s’accunudas le sang et stimule les macrophages de
tout l'organisme en augmentant le nombre et le @edes cellules immunitaires.
L’hypersécrétion de médiateurs provoque alors upcdioxique mortel : le sang cesse de
circuler, et toutes les cellules de I'organisme reatiasphyxiéefAbraham PR. 2001).

Les endotoxines manifestent soit une activiténédiate telle la fievre, I'hypotension ou

une diminution du compte leucocytaire, soit undvdét plus retardée comme l'induction
d’anticorps aux LP$Abraham PR. 2001).
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lll.  Recherche des pyrogenes « endotoxine » dans leproduit

pharmaceutique a usage parentéral

1. Principe

La recherche des pyrogénes, substances intluisarievre, détermine souvent la présence
des toxines bactériennes « endotoxine » dans ldsamdents injectables. La détection de ces
substances repose sur deux méthodes d’analysesnesure de |'élévation de température
corporelles du lapin et/ou recherche directe dedotexines bactérienne par le test LARh.

Eu, 2017 9.0).

2. Historique

Le terme pyrogene a été utilisé pour la preenfers en 1875 par le professeur BURDN
SANDERSON pour décrire une substance qui provodaaitevre. En 1928, F. SEIBERT
donne a ces substances hyperthérmistantes le nqogrdgenes. Actuellement, on désigne

sous le nom de pyrogene, les substances respossisieéactions fébriles observées.
3. Essai de détection des endotoxines bactériennes

La détection d’endotoxine, témoigne la préseaatérieure de bactéries. Les endotoxines
sont toxiques par voie injectables dans le sangtat Ide trace et responsables des chocs
fievreux (Greef Mirguet G. 2002) Une injection d’endotoxines d’'une dose a pargr d
5UE/mL ou Ul/Kg/h de poids corporel (environ 0.5mendotoxine purifiee) dans la
circulation sanguine provoque des maux de tétepteyision, coagulation intra vasculaire

disséminée et choc pouvant aboutir a la riiahvin G. 2002).
3.1. Les tests de détection

Les tests les plus utilisés et cités par les pheopeées internationales afin de détecter la

présence des endotoxines sont :
e Un essain vivo qui consiste a la recherche d’'un effet pyrogerez db lapin(RPT).

e Un essain vitro. Test LAL.
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3.1.1. Testin vivo
» Principe

Le test pyrogene de lapin ou le téstvivo RPT, est une méthode traditionnelle qui a
été mise en place dans les années 1940 sur less,lag@r ils ont une tolérance pyrogene
similaire a celle des huma(@EIBERT F.1928)ll s’agit d’'une détection qualitative des
pyrogenes et qui consiste a mesurer |'élévatiotedwérature corporelle du lapin provoquée
par l'injection intraveineuse d’une solution stéritlu produit a examiner dans la veine
marginale de l'oreille aprés une sélection suiveel'thjection préliminaire. Cette méthode
permet de détecter les pyrogénes exogenes norribastét bactérien telle que I'endotoxine

bactérienn¢SEIBERT F.1928).

La réponse immunitaire des lapins, lors d'urfedtion par des substances pyrogéenes, se
traduit par une augmentation du nombre de cellldeEocytaires, macrophages ou/et
autres..Les cellules réagissant a I'action pyrogee@étent des médiateurs cellulaires tels
gue « Cytokines, IL-1, IL-6, prostaglandine E2 c.et Ces médiateurs portent également le
nom de substances pyrogenes endogénes lorsquiils s@xrétés excessivement apres
l'infection, induisant a son réle a une augmentatie la construction de prostaglandine pour

déstabiliser I'hypothalamus de régler la tempéstarporellgCoceani F., 1991).
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Figure 03 : Induction par endotoxine bactérienne en stimuleshacrophages et
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» Champ d’application

Le testin-vivo des pyrogénes ne peut étre appligué que sur rfeduips ayant une
monographie a la Pharmacopée Européenne ou alltrest recommandé officiellement

pour :
@ Préparation injectable pour perfusion.
@ Préparation a diluer pour usage parentéral.

@ Préparation injectable ou les poudres pour usagengéral lorsque le volume de la
préparation a injecter est égal ou supérieure aml5ou lorsque I'étiquette porte la
mention« apyrogene ».

@ Seringue en plastiqgue a usage unique.

Il est aussi recommandé lorsque le test LAL (Lysabebocytes de limules) : testvitro ne
peut pas étre utilisé, pour :
@ Solutions pour hémodialyse, hémofiltration et ykal péritonéale.

@ L’'eau pour dilution des solutions concentrées gwmodialys€Bommer J etal., 2006).
3.2.1. Test in vitro
»  Principe

Le testin vitro ou test LAL, a été découvert en 1955par LEUVINBANG. Le dosage des
endotoxines bactériennes se fait par une réactiagneatique réalisée a l'aide d’'un réactif
lyophilisé, le lysat d’'amoebocyte de limfRang etal.,1956).

Le principe de la coagulation du sang du limiHewell 1885)se traduit par la réaction
enzymatique des endotoxines bactériennes issuelsadkeries a Gram négatif avec les

amoebocytes (Globule blanc du sang des limulesrabez« en fer a cheval ».

Le principe de la réaction enzymatique des endloes avec les amoebocytes (Globule
blanc du sang des limules ou Crabe «en fer a thgvae traduit par le fait que la
concentration des endotoxines catalyse 'activatiom ensemble d’enzymes responsable de
la coagulation du lysdgBang etal.,1956).Ce test peut étre réalisé a l'aide de 3 difféente

techniques :
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@Gélification :

La technique de gélification se fait avec dewethndes « A et B » reposant sur la propriété
gue possede le lysat, d’entrainer la formation diesglide lorsqu’il est mélangé avec une
solution contenant des endotoxines bactériennesnéihode A est la méthode qualitative
basé uniqguement sur la détection des endotoxinesgodre la méthode B est une méthode
semi- quantitative. Leur application exige deux todles préalables : confirmation de la
sensibilité du lysak spécifié par le fabriquant, comme décrit sousnsibdité du lysat », et

recherche d’éventuels facteurs d’'interférences neerdécrit sous « Contréle préliminaire ».

L’objectif de la méthode A utilisée est de viérifsi la préparation des solutions a examiner
posséde une teneur en endotoxine supérieure adamoation limite en endotoxine spécifiée

dans la monographie concerr(@®h. Eu 9.0. 2017).

Cette méthode repose sur la propriété que le ¢#dagule a une concentration trés faible
d’endotoxines. Des quantités équivalentes de LAdleesolution a tester sont introduites dans
des tubes a essai en verre apyrogéne, mélangéasises en incubation A 37°C pendant une
heure. A la fin de l'incubation, les tubes sonbmehés a 180°, si le gel formé et ferme et
reste en place lors d’inversion, la réaction esitp@. Ce test permet, apres avoir déterminé
la sensibilité du LAL d’évaluer la concentration mimale d’endotoxine produisant la

coagulation du LAL.
@Turbidimétrie :

Ce test repose sur le principe que le précédenturbidimétrie d’'un liquide augmente
guand il coagule. Le LAL est dilué de sorte qu’y ait pas de coagulation possible. Quand
les endotoxines sont ajoutées au LAL dilué, latsmiuflocule et sa turbidité est fonction de la
concentration en endotoxines. Une courbe d’étatbméalisée a 'aide de dilution successive
d'une endotoxine de référence, cette courbe peamtette déterminer la concentration en
endotoxines dans un échantill@Mottar J et al., 1993).Le principe de cette méthode peut

étre appliqué :

» Soit & une méthode dite en « point final » si lasore est faite au bout d’'un temps

d’incubation déterminé.

» Soit a une méthode cinétique, si les mesures mEtdeoptique sont faites en continu ou au

moins périodiquement pendant la réaction.
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@Colorimétrie :

Dans cette méthode, le LAL est combiné a une sobstahimique : Le -aminoacide-
polypeptide (59ep) lié a la pe anitroaniline (PNA). Sousdction de la coagulase activla
liaison 5-pepPNA est coupée,libérant ainsi le PNA, qui peut étre mesupar
spectrophotométrie (A 545 nm). La vitesse de litiénadu PNA est fonction de

concentration en endotoxines dans I'échanti(Lanvin G, 2002).
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Figure 04 : Schéma réactionnel du test par technlqugellﬂcann «en roug »

(Bang et Levin. 1956).

4. Raisons de I'exigence d’un contréle des endotoxes bactérienne

Pour a&asurer un protocole bien étabselon les recommandations internationa
L'USP,FDA(Food and Drug Administrati() et la politique de la pharmacopée europé
concernant les endotoxines bactériennes dans lestasices pour usage pharmaceutiqu:
raisonnement que les endotoxines sles pyrogenes les plus fréquents dans les prc
pharmaceutiques. Il convient donc que toute préjoaradministrée par voiparentérale soit
stérile et satisfasse a l'essai des endotoxinesét@enes décrit dans la armacopée
EuropéennéPh. Eu, 2017 9.(

Lessubstances destinées a étre utilisées dans desatiéps parentérales doivent satisf;
a I'essai des endotaxés bactériennes, quelle que soit leur origine la contamination pe
des endotoxines bactériennes peut se produire augmndat le processus de fabrication
ne peuvent pas étre facilement éliminées p processus de fabricatic d’ou vient la
nécessité de détectides endotoxines bactériennes le plus t6t possiies & processus de
fabrication.
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5. Exigences relatives aux endotoxines bactérienngans la Pharmacopée Européenne

Dans la monographie générale Substances mageupharmaceutique (2034) ainsi que
dans les monographies spécifiques de substancesipage pharmaceutique, la Ph. Eu exige
un contrdle des endotoxines bactériennes pourulestances utilisées dans la fabrication de
préparations parentérales. Ces monographies rervoi@ux chapitres généraux
2.6.14Endotoxines bactériennes et 5.1.10. Recommandatmunsla réalisation de I'essai des
endotoxines bactérienné@@h. Eu, 2017 9.0).

La monographie générale des préparations paedes (0520) précise que les préparations
pharmaceutiques destinées a étre utilisées parpapentérale doivent satisfaire a I'essai des
endotoxines bactériennes ou, dans les cas justifiésitorisés, a I'essai des pyrogée(es.

Eu, 2017 9.0)
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Chapitre 03

Test lysat d’'amoebocyte de Limule (LAL),

technigue de géelification.



|. Introduction

Le test de limule qui a été adopté comme le tesplus répondu dans toutes les
Pharmacopées, permet de détecter et de quangBeerdotoxines, tant dans les matieres
premieres utilisées pour la production a usagenpaeeutique, pour le control en cours de
fabrications des taux d’endotoxines, les médicameénjectables ou des solutions pour
l'administration parentérale, y compris les praglbiblogiques et ainsi que le control de I'eau
qui doit étre totalement apyrogetfiPekker M. 2003) Ce test peut étre réalisé par des
techniques de gel caillot ou de spectrophotoméTiiebidimétrique et colorimétrique), basées

sur le principe d’'un ensemble de réactions enzyjua(Bang etal., 1956).

Dans les années 50, les scientifiques ont décbgue cette réaction est enzymatique et
que les enzymes sont situés dans les granules ndesbacytes(Howell. 1885). lls ont
démontré que la coagulation était déclenché paronmposant structurel unique de la paroi
cellulaire bactérienne « endotoxine », et on seitiedlement que la réaction menant a la
coagulation découle d’'une cascade d’étapes d'didive@nzymatiquéBang et Levin 1955).
Bien que I'on ne comprenne pas exactement la mgacthmpléte, la derniére étape est bien
décrite. La protéine de coagulation (coagulogésedissociée par I'enzyme de coagulation
activée ; les produits de cette dissociation inslel.coagulent par interaction ionique pour

former la trame de g¢éBang et Levin 1955).

|1. Définitions

1. LAL

Le lysat d'amoebocytes des limules ou égalem@amiu sous le nom de test LAL, c’est un
testin vitro recommandé dans les pharmacopées internationates& méthode spécifique

de détection des endotoxines bactériennes.

Le LAL, c’est un ensemble enzymatique extraitpartir des cellules sanguines
(amoebocytes) ou hémolymphe d'un animal mdrimulus. PolyphemugFigure05) ou
Xyphosura. Polyphemust d’autre espece commle Tridentatus, L. Tachypleusetc.
communément appelé la limule ou crabe en fer aath&@/est un arthropode marin de la
classe des Mérostomes, une espece inchangée diépogue des dinosaures, caractérisée
depuis sa découverte fortuite par sa particulatitgpecificité du « sang bleu » ainsi que « les

amoebocytes » circulantes dans cela circulatiogisaa(Morita et al 1985).
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Les protéines lyophilisées a partir des amoetescynanifestent une cascade de réactions

enzymatiques lors de leur contact avec les endusdiOEB Léo 1902).
2. Sang bleu de limule

Le précieux sang bleu distinctif du limule portesdaropriétés étonnantes permettant de
détecter rapidement certains poisons et de diaguest des maladies mortelles. Sa
morphologie, son mode de vie et la place qu'il pecau sein de différentes cultures font de

ce « fossile vivant » un animal fascingAtmilabo. 1990).

Les Limules n’ont pas le méme mode de transp®itoxygene que les mammiféres, celui
des mammiferes se caractérisent par leur sang raugause du fer qui est utilisé dans
I’'hémoglobine pour le transport d’'oxygéne. Par oetegs limules se caractérisent par du sang
de couleur bleu, du au cuivre gu’elles utilisemsiBhémocyanine pour transporter 'oxygéne

dans le corpflevin et Bang, 1956).

C’est tout a fait fortuitement que les chercledcouvrent eh956 les propriétés du sang
du Limule et c’était en présence d’endotoxines oipetit limule a été utilisé au laboratoire
apres l'avoir introduit dans de I'eau contenant endotoxine de la bactérie coli. Comme
les Limules se caractérisent par leur « systémeulaitoire ouvert fFigure 06) apres
guelques minutes la solution a changé de coulede densittMIKKELSEN Tom 1956).

Cette grande sensibiligxplique qu’au cours du contact aux endotoxinesigléde bleu
coagule, s'épaissit et crée un caillot protecteur me pas contaminer le reste du corps,
donc ce liquide, contient une substance appelée, [eAdit utilisé pour tester la présence de

bactéries, et plus particulierement d'endotoxihesin et Bang, 1956).
3. Amoebocytes

Les amoebocytes sont des cellules composantasefantes dans le sang des Limules. La
cellule amoebocyte comporte un nucleus central cerane vraie cellule Eucaryotgigure
08)éagissant en présence d'endotoxines bactérienma®@uisant une protéine « LAL » qui
transforme I'hémolymphe en gel par une cascadeédetions enzymatiques face aux

endotoxines bactériennes, responsables du phénate@uagulatioiLevin J. 1978).
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Figure 06: Extraction de sanbleu des

Figure 05: Crabes en fer a cheval d’espéce _
limules

deLimulus. Polyphemus.

Figure 07: Turbidité densité de la solution traitée
Figure 08 : Observation microscopique

par endotoxine de la bactérieecoliau bout d’Amoebocytes en réaction avec les
de quelques minutes ( MIKKELSEN Tom endotoxine
labiratory1956)
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[1l. Découverte

En1885Howelldécrivit la coagulation du sang du limule au coht® I'air, un an plus tard
LOEB Léo a montré les différents aspects de la coagulaties amoebocytes de
Limulus .polyphemus.

En 1956 BANG a découvert au laboratoire de biologie marine deodgo Hole
(Massachusetts), que les bactéries a gram négatibguent la coagulation du sang du
limule. Quelques années plus tBANG et LEVIN ont déterminé que cette réaction est a

100% une réaction enzymatique.

IV. Principe du LAL

Le principe du test LAL est une réaction entendotoxine et une substance (protéine
coagulable) contenue dans les amoebocytes. Lofd&naotoxine entre en contact avec le
réactif lyophilisé du LAL (Bang et Levin 1956) elle initie une série de réactions
enzymatiques qui entrainent l'activation d'une wigeproduction d'au moins trois sérine-
protéase zymogenes (facteur C, facteur B et enZavarisant la coagulation).Cette voie
modifie le coagulogene amibien (une protéine ccegal de type fibrinogene invertébrée)

pour former un gel de coagulileevin J.1987)

En fait, le mécanisme de coagulation du sangindiéle en présence d’endotoxines est le
résultat d'une série de réactions enzymatiques. faeteurs C et B, présents dans les
amoebocytes, sont des facteurs initiateurs dedetich etse lient respectivement avec les
endotoxines et les (1-BD-glucanes (composés de la paroi cellulaire dessigsures)
(Tsuchiya M.1990)L’étape limitante de la réaction est le seuil diztion du facteur C par

I'’endotoxine, ce seuil étant directement lié adacentration d’endotoxine.

En plus du facteur C et B réagissant aux endwds, les amoebocytes contiennent le
facteur G qui réagit avec le (1-B)P-glucanes. De ce fait, les préparations commiexide
lysat contiennent pour la plupart des facteurs G ehais le dosage des(1{3)2-glucanes
nécessite un traitement spécial. Afin d’éviter éoambiguité, certains laboratoires préferent
retirer le facteur G par chromatograp{@eef M et al., 2002).

Une fois que le facteur C est activé par I'epdote, il active a son role le facteur B
nécessaire a la catalysation des proenzymes caymés. Une charge cationique des ions
Mg, Ca et Na change I'enzyme coagulogéene en cagBang et Levin. 1956).
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Le réactif LAL est fourni avec une sensibilité aweletiquette identified) (Brunson KW et
al., 1974).

"Endotoxin (LPS)

IFactorC Factor C*

Factor B Factor B* \ / Factor G* Factor G
| e e e e e e e e e e e — - -

ar = Blocking

Pro-clotting enzyme Clotting enzyme

!
& >

Coagulogen (Substrate) Coagulin (Clot)

peptide (Substrate)

(1->3)-p-D-glucan

Figure 09 : Schéma représentatif des différents facteurs acpaé les endotoxine
(Bang et Levin 1956

V. Caractéristiques liéesau test LAL
1. Sensibilité du lysat

La sensibilitél du lysat est défin commela plus faible concentration d’endotoxines qu
lysat peut détecteet former un gecaillot. Cette vérificationdoit étre faite avant tou
utilisation d’un nouveau lot du lysat, elle pernt@tvalidation de I'essai, du matériel,
laboratoire(Ph. Eu9.0 2017).

Avec la méthode par gélification, I'essai est aldans un intervalle de sensibilité
[£/2 - 24]. La conformité est qualifiée si la sensibilitéurée est comprise dans cet interv
(Ph. Eu 9.0. 2017).
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2. Facteurs d’interférence de I'essai LAL

La plupart des essais en utilisant le LAL a#te réalisés avec des substances
pharmaceutiques et médicales. Il est admis questebten que précis demeure sensible aux
interférenceqCooper. 1990)Durant I'essai, les principales causes d’interféesndoivent
étre évitées en respectant les intervalles apgeprdes valeurs du pH et la dilution du
produit & examiner. Certains produits ne peuvestgiee directement soumis a I'essai des
endotoxines parce qu’ils ne sont pas miscibles &g&céactifs, que leur pH ne peut pas étre
ajusté a [6 - §Bullivan etal., 1976)Le control préliminaire des interférences permévier
I'obtention des résultats non souhaitables (intwbibu activation de gélification(Albaugh
BP.1982).Dans ce cas, il est nécessaire d'effectuer ungerele préliminaire des facteurs

d’interférence avant la réalisation de I'essaiagine(Ph. Eu 9.0. 2017).

Pour assurer la conformité de l'essai, il fdohc se mettre devant I'objectif de cette
recherche préliminaire en testant la sensibilitdydat en présence du produit a examiner qui
ne doit différer pas significativement de la setisébdu lysat en I'absence du produit.

La méthode A de gélification utilise a cete¢ffin critére simple ; 'hypothése est acceptée
lorsque la sensibilité du lysat en présence du prodest pas inferieure &/2 fois ni

supérieure a 2 (Levin J etal., 1987).
» Les principales causes d’interférence :

@ Température d’incubation : Elle doit rester comprise entre 36°C et 38°C glastbilité du

test est quasi nulle a 25°C, le LAL est détruina température supérieure a 45°C.

@ LAL et le pH : Les réactions enzymatiques n'ont lieu que danszdeges de pH bien
défini. La réaction LAL est, en fait, une cascagda@hactions enzymatiques dont le résultat est
le clivage de coagulogéne avec apparition d'unebidité ou d'une gélification.
Théoriguement chaque réaction de la cascade arepreH optimum, mais du point de vue
pratique, l'intérét pour I'utilisateur est de coitrala gamme globale de pH de travail. Cette
gamme de pH pour le lysat est de 06 #S0divan et al., 1976), Le pH optimum de la
réaction LAL établi avec la méthode du gel poingfi(Young et AL., 1976).ll est de 7.5 a
37°C(Ph. Eu 9.0).

@ Adsorption des endotoxines le matériel ne doit pas adsorber les endotoxihee aloit

pas avoir une interaction avec le LAL. Il doit épeempt a 100% d’endotoxines.
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@ La présence de certains cationslLes cations divalents Ca++ et Mg++ interviennentsda

le mécanisme de réaction du LAL en transformanpr@enzyme en enzyme active. La
réaction du LAL peut étre activée ou inhibée pas dencentrations en Ca++, Mg++ et Na+
excessives. En realité, plusieurs études ont pemeisdéterminer une fourchette de
concentrations pour lesquelles la réaction se prodwmalement mais, en dehors de cette

fourchette, les cations peuvent étre activateunslobiteurs(Levin J etal., 1987).

@ Facteur anti-LPS: Un facteur inhibant la cascade enzymatique deékction de
gélification a été découvert en 1982 dans les aomgbs et est appelé « facteur anti-LPS »
(Tanaka. S et al.,, 1982 et Morita. T et al., 1985 est une protéine basique simple formée
d'une seule chaine polypeptidique dont la séquemceacides aminés est connue. Il a un
caractere amphipatique, I'extrémité NH2 terminadé leydrophobe et des charges positives
sont réparties des boucles le long de la chdMerita. T et al., 1985) Il inhibe
spécifiguement l'activation médiée par les LPS aueau du facteur C, en agissant sur les
LPS. Les boucles chargées positivement doiventrawoé interaction avec les groupes
phosphates du lipide Aranaka. S et al., 1982)ll a un réle dans a défense biologique des
Limules contre les microorganismes. Ce facteuaestellement trés étudié car il présente un
intérét pour bloquer I'effet |étal des LRButa. T et al,. 1987) Il a un effet d’inhibition et de

la croissance des bactéries a Gram négatif.

@(1-3)$- D Glucane (composé de la paroi des moisissured)es amoebocytes contiennent
le facteur G qui réagit avec (1-B)Glucane et entraine une étape limitante de laicgkaavec

les endotoxines, qui devraient avoir une réacti@tae facteur GTsuchiya A et al 1990)

VI. Réactifs et préparation des solutions d’essai
1. Réactifs

@ Test lysat d'amoebocytes des limules

Produit lyophilisé obtenu a partir du lysatrd@ebocytes du cradeamulus.Polyphemus ;
ce lysat d’amoebocytes réagit a la fois aux endoés et a certaing-glucanes, pour cette
raison il est préparé en éliminant le facteur G g#agisse aux glucanes du lysat
d'amoebocytes ou en inhibant le systeme réactiahn&cteur G du lysgPh. Eu 9.0. 2017).
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@Control Standard Endotoxine

Le Control Standard Endotoxin E. coli 055 BGSE) est une norme largement utilisée
pour le test d’endotoxine#i,est convenablement normalisé et calibré par ogpp I'étalon de
référence des endotoxines (RSE) et est utilisé pesirtests de routine d'endotoxines

bactériennes pour vérifier la conformité du ekt Eu 9.0. 2017)

@Eau EEB

C'est de l'eau spéciale pour des préparatiopectables apyrogéngesiécessaire a la
reconstitution du réactif a essai, les contréldes€talons d'endotoxines aussi pour diluer les
échantillons. Elle devrait étre exempte d'endotesirbactériennes ainsi que de toutes
substances pyrogenes. Elle est préparée par atistillde triplet dans un appareil avec un

arrangement pour éliminer les endotoxi(fels. Eu 9.0. 2017).
2. Préparation des solutions
@Préparation d'une solution mere d'endotoxine standal

Une solution-mére d'endotoxine standard estgué&pa partir d'un étalon de référence
d'endotoxines (RSE) qui a été étalonné par rapportStandard international pour les
endotoxines, dont il faut suivre les spécificatiahes la notice et de I'étiquette pour la

préparation et la conservation de la solution ndé@edotoxine¢Ph. Eu. 9.0. 2017)
L'endotoxine est exprimée en unités internation@ldsd'endotoxine.01 unité
@Préparation d'une solution d'endotoxine standard

A partir da la préparation de la solution me&endotoxine standard, préparer des dilutions
en série appropriées de solution d'endotoxine atdnén utilisant de l'eau EEB. Il est
nécessaire de [l'utiliser le plus vite possibleéapia préparation et I'agitation, pour éviter la
perte d’activité par adsorptidqih. Eu. 9.0. 2017)

@Préparation de solutions d'échantillons

Tous les médicaments injectables a analyseredbiétre dilués en utilisant de I'eau EEB
avec une dilution appropriée et notée dans la fiebknique de chaque prod(fth. Eu. 9.0.
2017) Si nécessaire d’ajuster le pH des solutions Igalilution de celle-ci) de maniere a ce

gue le pH du mélange et de la solution d'échantiBoit compris dans la plage de pH
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spécifiée par le fabricant, généralement de 6,(0g68llivan et al., 1976).Le pH peut étre
ajusté en utilisant un acide, une base ou un tanap@noprié, comme recommandé par le
fabricant du lysat. Les acides et les bases pe@snpréparés a partir des concentrés ou des
solides avec de l'eau apyrogene dans des récipertapts d'endotoxines détectables. Les
tampons doivent étre validés pour étre exemptsddterines détectables et de facteurs
interférentgPh. Eu. 9.02017)

Une évaluation importante de l'application @sttd’endotoxines, est I'utilisation de la
limite endotoxine, dont l'unité universelle d'éwaion est « |'unité endotoxines » (UE). La

dose seuil pyrogene pour un étre humain adulteragton5 UE / kg / h(Ph. Eu 9.0. 2017).

Toute application d'un produit a une dose supégi@ 5 EU / kg / h tres probablement peut
entrainer une réponse pyrogéene. Il a donc étéiépabb UE /kg / hest la limite maximale
pour la plupart des produits injectab(@h. Eu 9.0. 2017).

On suppose également que la moyenne du poids hwadaite est de 70 kg, donc la quantité
totale d'endotoxine pouvant étre administrée a amrhe par heure ne devrait pas dépasser
350 UE (70 kg x 5 UE = 360 UE / adulte).

Le terme K est couramment utilisé pour représsda limite d'endotoxine. Pour un produit
injectable standard =5 UE / kg / h
Le calcul de la limite d'endotoxine pour un médieaimninjectable est illustré dans I'exemple
suivant:

Le produit A a une dose humaine maximale (corpegrde 1 g

1) Dose par Kg= 1g 70Kg = 14.3 mgKg
2 Limite endotoxine= 5 UE/Kg 14.3 mg/Kg = 0.35 UE/mg

La concentration du produit (puissance dans le yptdthal) est utilisée pour convertir la
limite d'endotoxine dans EU / mL. Si la concentmatdu produit est d&€00 mg / m| le calcul
fournira le UE/ mL du produit fini. Il est utileutilise des unités, car ce sont généralement les
unités utilisées dans le test LAL (comme décrilessous)

Limite endotoxine= 0.35 EU/mg100 mg /mL= 35 EU/mL.
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Il est important de noter que cette limite basée sur une concentration de produit
spécifique.

Si la concentration du produit change, la kmitendotoxine changera. Ceci fournit la

limite maximale pour ce produit a cette concerratiC'est commun pour tout fabricant de

sélectionner une limite d'endotoxines inférieunetie limite maximale.

La limite d'endotoxine de chaque échantillon nétessie détermination avant de conduire

I'endotoxine.
@Détermination de la dilution maximale significative

La dilution maximale significative (DMS) est la allon maximale significative admissible
d'un échantillon a laquelle la limite d'endotoxpet étre déterming®h. Eu 9.0. 2017).

La détermination de la DMS a partir de I'équatioivante:

DMS = (Limite d'endotoxines x concentration de la solutil'échantillon) K
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Partie Il

Etude expérimentale



Matériels et methodes



1- Lieu d’étude : Notre étude s'est déroulée au laboratoire de derjréalité et service de

toxico-pharmacologie aux complexes antibiotique$C3¥. de Médéa.

2-objectif : Dans le cadre de notre projet de fin d’étude, nausns réalisé une étude
expérimentale analytique, comparative et qualigaties tests de recherche des endotoxines

bactériennes (substance pyrogenes exogenes lojodsggui provoquent la fievre) par :
- in-vivo : Test pyrogene de lapin.
- in-vitro : Essai au lysat d’amoebocytes de limules.

L’objectif de notre travail est de qualifier ealider le test accompli dans I'évaluation
d’apyrogénicité du produit pharmaceutique NaCl (aratpremiere) et NaCl hypertonique a
10% SAIDAL (produit fini) et cela par observatiates réglementations d’application

conditionnées définigsar la Pharmacopée Européenne et la FDA.
|. Matériels

1. Matériel non biologique

Durant notre stage, nous avons utilisé le KM_L(lysat d’amoebocytes de limules) de

laboratoire Charles RivéAnnexe 01); appareillage, verreridnnexe 02)
2. Matiere premiére

La matiére premiere, sujet d’étude ; est leo@thie de Sodium (NaCl) (N° lot : 17BP15,
Fournisseur : ESCO), présenté sous la forme derpaicutilisé pour préparation de solution

a usage parentéral.

3. Produit fini

Le produit fini est le Chlorure de Sodium hypaique a 10% SAIDAL.C’est un sérum a
usage parentéral, indiqué pour corriger les palésssels minéraux et apporter du sodium en
cas d'alimentation par voie veineuse, ainsi quesdarcas de déshydratation, I’hypovolémie
(diminution du volume de sang total de [I'organismgyression artérielle élevée
(hypertension)...etc. Nous avons échantillonné padrenétude 25 ampoules appartenant au
lot N°001 et de provenance de fournisseur ANTIBIOAL.

28



4. Matériel biologique

Le modele animal utilisé dans notre étude in viwi B lapin albinos néozélandais
(Tableau 1) dans lintérét d'établir une investigation pour detection des substances

pyrogenes, car il possede plusieurs avantages gedspar la science politique :

ePetite taille (mais plus grand que les souris strés, ce qui est plus pratique pour les

manipulations trop délicates).
ePouvoir étre élevé dans des conditions maitriséesaporatoire).
eBonne réponse immunologique.

eTrés sensibles aux agents tératogénes (ce qui pefoteserver sa réaction qui est tres

proche de celle de I'étre humain).

Tableau 1 : Caractéristique et condition d’hébergement demank de I'expérimentation.

Animal Lapin néozélandais.

Référence Lapins Albinos d’origine Swiss importés
d’'IFFA- CREDO (Lyon).

Poids 2 — 3 Kg (n’est pas inferieure & 1.5 KQ).

Nourriture Alimentation granulée O.N.A.B.

Boisson Eau de robinet (eau potable) sur un systeme
d’abreuvement (Circuit fermé).

Température Ambiante.

Elevage Antibiotical- SAIDAL- Médéa.

Il. Méthodes

Au niveau du laboratoire de SAIDAL (AntibioticMédéa), le produit NaC I(matiere
premiere et produit fini) a été analysi-vivo et in-vitro dans le but de détection des
endotoxines bactériennes par technique microbiglaget toxico-pharmacologique en raison

d’évaluation et de validation de la technique aldive la plus fiable (test LAL).
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1. Expérimentationin vivo

1.1. Dépyrogénisation du matériel

bY

Cette étape consiste a une réduction du niveaulad substance pyrogene et est
principalement utilisée dans la stérilisation dasdns a essai par une chaleur seche. Elle est
réalisée le jour qui précede l'essai, elle sed&@00°C pendant 4 heures apres lavage a I'eau

stérile et apyrogéne
1.2. Préparation des solutions a injecter

» solution préliminaire
Dans le but de déterminer si notre produit Ne@itient des substances pyrogénes ou non,
nous avons effectué tout d’abord une injectionimiégire qui sert comme un controle
préliminaire aux lapins avant d’effectuer I'analyséncipale. La solution de NaCl R une

concentration 9g/L a été chauffée a une températisine de 38.5°C pendant 10- 15 min.

» La solution a analyser

La solution a été préparée sous hotte a flumifaire par une dilution de la matiere
premiere. 1g dans 9 mL d’eau apyrogene. Puis lamgél subis un chauffage pour arriver a
une température de 38.5°C avant l'injection, unmpi&rature égale a la température

corporelle initiale. Le volume d’injection est dé mL/Kg.
1.3. Conditionnement des animaux au laboratoire

On a utilisé dans notre étude des lapins adutedonne santé, males ou femelles dont le
poids n’est pas inferieur a 1.5 Kg, nourris suivantrégime complet, équilibré et exempt

d’antibiotiques et dont la masse corporelle n’a swicune diminution au cours de la semaine

qgui a précédé I'essai

Les lapins sont maintenus individuellement dandieu tranquille (cage individuelle en
inox) équipées d’'une mangeoire en inox et unedé&un permet a I'animal de prendre I'eau
potable de puis le systéme d’abreuvement et aampédrature uniforme appropriée. Une nuit
avant le lancement de l'essai, les lapins sonteprie la nourriture et de I'eau. L'essai doit

étre effectué dans un lieu tranquille ot aucuneupeation ne risque d’exciter les lapins.

30



La température ne s’écarte pas de plus de 3°@ltede la piece ou les lapins sont séjournés

pendant au moins les 18h qui précéde l'essai.

1.4. Préparation des lots des lapins

09 lapis méales, de poids supérieur ou égale5aKd). et de température initiale qui ne
dépasse pas 39.8°C. Les lapins sont répartis eiot®3n fonction du produit et sa dose
(Tableau II).

Le jour de I'essal, les lapins sélectionnées smheminés de la salle de stabulation vers la
salle de manipulation. Apres la pesée, nous avasdes lapins dans des boites a contention
pendant une période de 30 minutes avant la prerpiése de température. La prise de la
température s’est réalisée grace a des sondestféinl'extrémité flexible de la sonde est
introduite dans le rectum du lapin & une profond#i05 a 10 CmLes différentes sondes

sont branchées a un appareil pour enregistreetepératures corporelles.
1.5. Enregistrement des températures initiales deoatrble préliminaire.

L’enregistrement se fait a I'intervalle de 15notes pendant 90 minutes avant I'injection
du produit a testefTableau Ill). Dans cet essai préliminaire, on a retenu les lagins
présentent :

e Une température entre 38 et 39.8°C.

e Des écarts qui ne dépassent pas 0.2°C entreamatie de temps

e Les températures initiales ne doivent pas s’écartee elles de plus de 1 a 1.04 °C.
1.6. Injection des solutions

Les solutions NaCl (M.P) en solution et NaCIHPpréalablement chauffées a38.5°C ont
été injectées au niveau de la veine marginaleatteille du lapin avec une dose de 10 mL/Kg
pour chaque lapin des deux lots correspondantdutée de I'injection ne doit pas dépasser 4
mn.

1.7. Enregistrement des températures

Il débute 15 minutes apres l'injection du NaKalR et P.F) et la mesure se poursuit pendant

03 heures a intervalle de 15 minuf&ableau V).
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Tableau Il : Tableau représente la répartition des lots desdajans I'expérience.

Lots Poids (1.5 -4) Essai NacCl NacCl
Kg. Préliminaire M.P P.F
10 mL/Kg 10 mL/Kg 10 mL/Kg
3 Témoins + + _ _
3 Lapins traités + + + _
3 Lapins traités + + _ +

Tableau Il : Tableau représentatif de la mesure de températuperelle des lapins a essai
pondent 90 minutes (Control préliminaire).

Sonde | Lapin | Poids [ T=0 T=15 |T=30 | T=45 [T=60 | T=75 | T=90
N° N° Kg

Mesure de température corporelle nécessaire psurade bon état des lapins pour effectuer
I'essai principale.

Tableau IV : Tableau représentatif de la mesure de températuperelle des lapins a essai

pondent 3 heures (Essai principale).

Sond| Lapin| Poid| T T T T T T T T T
-e -n -S Initial | 0- | 15'- 30'- 45- | 60- | 75- | ..... 180
N° N° Kg e 15" | 30’ 45’ 60" |75 90’

AT =T max — T initiale

YAT =AT1+AT2 +AT3 +AT4 +.....ATn

1.8. Expression des résultats :

La lecture de I'essai de pyrogéne de lapin Bg@facipalement par le suivi de variation de
température corporelle des lapins sélectionnés leot@st principale durant 3 heures, dont le
premier lot est pour la matiere premiére. Le daneidot est gardé comme un témoin négatif

et enfin le troisieme lot est pour le produit.fin
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2. Expérimentationin vitro

2.1. Préparation des solutions
2.1.1. Préparation du Control Standard Endotoxin (GE)

Le Control Standard Endotoxinde«coli O55 : B5 » est une norme largement utilisé pour
le controle standard lors de I'exécution du test.Lpour assurer un test valide, il s’agit d’'un
extrait purifié de E. coli 0113 H10 (Endotoxine i8tard de référence). En eftéindicateur
d'endotoxine est congu pour la validation ou larsillance des processus de dépyrogénation

(Wear M. 1988).Afin de le préparer, il faut suivre les étapes antes :

e Reconstitution du CSE en utilisant 7.5 mL I'eamwpessai des endotoxines bactériennes
(EEB) fournie en suivant scrupuleusement lesuesions du fabriquant mentionnée sur le

flacon, la notice d'utilisation et le certificatatialyse.

e Mélange a I'agitateur (Vortex) vigoureusement @arich minutes le CSE et pendant 1

minute avant chaque utilisation.

e Préparation de dilution de CSE dans I'eau EEB pbtenir une solution d’'une

concentration de LUE/mL (Xppuis mélanger les dilutions préparée pendantrites.
e Préparation des solutions a 0.25 UE/mK) @n utilisant I'eau EEB.

e Mélanger la dilution sur le vortex pendant 3 min.
2.1.2. Reconstitution du lysat LAL

La reconstitution du lysat doit étre appliquée bignureusement, et suit les étapes

suivantes :
m La poudre du lysat est recueillie dans le fondlacon en tapotant sur une surface dure.

m Selon les instructions du fabricant, on doit hfayer le lysat avec 5.2 mL d’eau EEB ou de

tampon indiqué juste avant son utilisation.

m Mélange du lysat reconstitué doucement jusqu@uikse dissolve complétement et en

évitant la formation de mousse.

m Conservation le lysat au réfrigérateur ou au clatgér, comme indiqué par le fabriquant

33



2.1.3. Détermination de Dilution Maximale Significaive (DMS)

La dilution maximale significative est la dilutionaximale admissible d'un échantillon auquel

la limite d'endotoxine peut étre déterminée, ektiub@e a laide de la formule :

LimiteenendotoxinexConcentrationdelasolutionaexaminer
q

DMS =

Limite en endotoxine (LE) : La limite en endotoxine d’une substance admirésprar voie

parentérale, définie sur une base posologiqu&gese a : KIM
K= Dose seuil d’endotoxines ayant un effet pyrog@ae kilogramme de masse corporelle.

M= Dose maximale recommandée pour le produit, emshgbar kilogramme de masse

corporelle.

Chaque produit destiné a une utilisation parergédatient entierement une fiche technique,
qui possede la description du produit et des danéeessaires pour effectuer le calcul de la
DMS. La détermination de la DMS de NaCl matierenpéze (N° lot 17BP151) et NaCl 10%
produit finit (N° lot 001) est représentée dan@dbleau V).

Tableau V : Calcul de la DMS pour le M.P et P.F du NacCl.

Calcul de la DMS pour le NaCl (M.P). Calcul de la MS pour le NaCl (P.F).

LE= 5Ul/g avec 1UI = 1EU. LE=3.6Ul/mL. avec 1UI = 1EU.
Concentration de NaCl = 1g/mL. Concentration de NaCl 10% = 0.952g/mL.
A=0.125 Ul/mL. A=0.125 Ul/mL.

DMS =" = 40 DMS =222 = 27.42

La dilution (D) de I'échantillon effectuée | La dilution (D) de I'’échantillon effectuée
inferieure a la DMS. Il peut étre judicieux deinferieure a la DMS.II peut étre judicieux d
diluer 1 ml de solution a tester a 20 B¢ | diluer 1 ml de solution a tester a 20 A7

1%

D= 1/20 D= 1/10
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2.2. Qualification initiale de I'EEB (Contréles prdiminaire)
2.2.1. Conformité de la sensibilité déclarée du lgs

Avant d'utiliser le lysat pour la réalisatiore chaque nouvel essai de recherche des
endotoxines bactériennes, il faut tout d’abord cordr la sensibilité déclaréede la solution
du lysat, exprimée en UE/mL, sur une solution dexdmplaires. Ce contrble est effectué a
chaque fois qu'un nouveau lot de lysat est utitisé que des modifications susceptibles
d’effectuer le résultat de I'essai sont apportaes @nditions expérimental¢$ableau VI).

Pour effectuer cette conformité, il faut :

e Une préparation en 4 exemplaires d’une série hl¢igons étalons comprenant au minimum
guatre concentrations respectivement équivalengs & 0.5, 0.2X en diluant la solution

mere étalon d’endotoxines avec de I'eau EEB.

e Un préléevement de 0.1 mL de chaque solution étadod, 0.5, 0.2%puis introduites dans

des tubes de réaction dépyrogénés et étiquetégiatre exemplaires.
eUn prélévement de 0.1 mL d’eau EEB comme témoiratié@n quatre exemplaires).
e Un ajout 0.1 mL du lysat reconstituer dans chagbe et mélanger délicatement.

Tableau VI : Résumé de la méthode de confirmation de la sdibsithu lysat.

Solution étalons  Concentration EEB Lysat en mL. Nombre
en endotoxines d’exemplaire
2K 0.1 mLde Z _ 0.1 mL. 4
K 0.1 mL de£ _ 0.1 mL. 4
0.XX 0.1 mLde 0.5 _ 0.1 mL. 4
0.2X 0.1 mL de 0.25 _ 0.1 mL. 4
Témoin négatif _ 0.1mL. 0.1 mL. 4
de 'eau EEB
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Critere d'acceptation : La valeur ainsi obtenue est la sensibilité mesdeda solution de

lysat en UE/mL ou Ul/mL. Si cette valeur est corsprentre 0.6 et Z (bornes incluses), la
sensibilité déclarée est confirmée et utilisée pesiessais effectués avec ce méme lysat. Tout
en déterminant le point final est le calcule dentlayenne logarithmique puis I'antilogarithme,
dont :

e Concentration géométrique de point final : éogF % :
e X e = la somme des concentrations limites du lolp dérie de dilution utilisée.
o f = le nombre de tubes a essai répliqués.

2.2.2. Recherche de facteurs d’interférences (pH «6.98 - 7.16 » dilution (;1/2 ;1/3 et
1/4) du NaCl (M.P et P.F)

Certains produits ne peuvent pas étre direaterseumis a l'essai des endotoxines
bactériennes parce qu’ils ne sont pas miscibles l@geréactifs, que leur pH ne peut étreajuste
a 6,0 — 8,0; ou guils inhibent ou activent la ifightion par induction de facteur de
d’interférence du produit a analyser « Dilutionpét ». Dans ce cas il est donc nécessaire
d’effectuer une recherche préliminaire de ces taste’interférence. Une fois ceux-ci mis en

evidence, il faut démontrer I'efficacité de la madle employée pour les éliminer.

L’objectif de cette recherche préliminaire, dsttester I'hypothese nulle, qui note que la
sensibilité du lysat en présence du produit a exarme difféere pas significativement de la
sensibilité en I'absence du produit. L’hypothesdlenast acceptée lorsque la sensibilité du
lysat en présence du produit n'est pas inférieudeh& ou supérieure a£. Pour cela nous
avons préparé des solutions A, B, C et D commegueldans le tableau ci-dessous et nous
avons utilisé des solutions a examiner avec uneitiail inferieure a la DMS
(1/2, 1/3, 1/4) mL ne contenant pas d’endotoxiresatables. Dans chaque tube des solutions
A, B, C et D de volume 0.1mL on ajoute 0.1mL dualydans tous les tubes.
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Tableau VII: Résumé des préparations des solutions pour laendwh des facteurs

d’interférence

Produit N° lot Solution Diluant Dilution Conceation | Nombre
en endotoxine d’exemplaire
_ _ _ 4
NaCl LotN°: | B Solution a| 1/2; 2 4
(M.P). 17BP151 examiner K 4
1 £12 4
v, £l4 4
C Eau EEB _ R 2
K 2
K2 2
K4 2
D _ _ _ 2
_ _ _ 4
NaCl LotN°: | B Solution aj 1/2; 2K 4
(P.F). 001 examiner K 4
He I 4
” £l4 4
C Eau EEB R 4
K 4
K2 4
Al4 4
D _ _ _ 2
A : Solution de la préparation a examiner ne camépas d’endotoxine détectable
(néant/solution a examiner).
B : Solution de contrdle d’'interférence{(2Solution a examiner).
C : Témoin pour la sensibilité déclarée du lysat.
D : Témoin négatif (Eau EEB).
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Critere d’acceptation :L test est valide si:

elLes solutions A et D ne montrent aucune réactiositipe et si le résultat obtenu avec la

solution C confirme la sensibilité su lysat.

el a sensibilité du lysat déterminée avec la soluBomest ni inferieure a 04 ni supérieure

a 24, la solution d’échantillon a examiner ne contipas de facteurs d’interférences dans les
conditions expérimentales utilisées, apres le taeua valeur de la moyenne des logarithmes
des concentrations au point final de la plus faddecentration qui donne un résultat positif,

puis I'antilogarithme de la valeur moyenne pourtésgues dilutions expérimentées.

2.3. Essai limite
Cet essai permet avec un niveau d’assurance abtmpt@e prouver qu’un échantillon
contient ou ne contient pas une teneur en endaogupérieur a la limite spécifiee en

endotoxines par la formation de gel.

Pour cela nous avons préparé les solutions ,AC Bt D indiqués dan@ableau VIII).
Dans chaque tube des solutions A, B, C et D, unruelde 0.1mL du lysat est ajouté dans

tous les tubes.

Tableau VIII : Préparation des solutions pour I'essai limite.

Solution Concentration en endotoxine/ Nombre d’exemplaire
a laguelle dont ajoutée les

endotoxines

A Néant/ Solution & examiner 2
diluée

B 24/ Solution a examiner 2
diluée

C 24 | Eau EEB 2

D Néant/ Eau EEB 2

A et B :Solutions qui doivent étre préparées elisatit une dilution inferieure ou égale a
DMS (a partir de 1/20 pour la M.P et 1/10 pour IE)P

a

38



B et C: Solutions contenant I'étalon d’endotoxines a coecentration équivalente A

D : Témoin négatif, est constitué d’eau E

Critéere d’'acceptation : I'essai n’est valable que :

eChacun des exemplaires des solutions B et C saitifpcet les 2 résultats obtenus ave

solution D est négatifs.

el es deux résultats obtenus avec la solution A ségaétifs

3.2 Expression des résultats

La lecture principale commune des résultats désrelnies étapes de c essai se fait aprés
incubation du mélange réactionnel pendant une gerole 60 2 min & 37+ 2 °C. L
résultats sont exprimés comme des résultats qtifalitsés sur la prence ou I'absence (
formation de gel. La formation d'un gel ferme et mgste en place lors d’inversion a 180°,
enregistrée comme un résultat po, qui contient des endotoxindsabsence de formatic
de gel ou la formation d’'une masse visquelui ne tient pas lorsque le tube est inversé

enregistré comme un résultat négatif, dont chagsaia un critere d'acceptation spécific

Endotoxin/Lipid A
binding activates

(1-+3) p-o-glugan
binding activates

Factor G

Factor C
activated

Faclor B
activaled

Factor G
activated

Invasion /
Application

Fever

Either Factor B or
Factor G can
promote activation of
clotting enzyme

Proclotting enzyme

Aclivated clotting
enzyme

Endogenous
pyrogens

Coagulogen
+ Peptide C

IL-1B, IL-6, i
) and TNFa T

Gel clot formation ] Gells of the Adjustment of
innate immunity the bady
temperature

Sponlaneous
intermolecular
non-coherent
cross-linking

set point

Figure 10 : Principe de réaction des endotoxines bactériermeis@ (RPT) et in vitro (LAL
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Partie IlI

Résultats et discussion



|. Test pyrogene de lapin «n vivo »
1. Mesure de température initiale :

Le RPT a été realisé selon les procédures duleaninstructions de Ph. Eu. En bref, la
premiére température corporelle a été prise comantempérature corporelle normale des
lapins. La solution physiologique préliminaire & énjectée dans les 15 minutes apres la
température normale du corps a été mesurée. Puesripérature du corps a été mesurée

toutes les 30 min et mesurée 6 fois.

Tableau IX : sélection des lapins selon leur température isitial

Sonde| Lapin | Poids| Tm T= T= T= = = T=

N° N° Kg Initial | 0-15 | 15-30 | 30-45 | 45-60 | 60-75 | 75-

90
01 01 3.1 39.4 39.4 394 39.4 39.4 39.4 39.4
02 02 275 | 394 39.4 39.2 39.2 39.2 39.2 39.2
03 03 3.0 39.3 39.3 39.3 39.4 39.3 39.3 39.3
04 04 3.0 | 39.7 39.5 39.5 38.7 38.9 38.8 38.8
05 05 3.0 39.3 39.5 39.6 39.5 39.7 39.7 39.7
06 06 31| 393 39.3 39.2 39.3 39.8 39.8  39.3
07 07 2.97| 38.7 38.5 38.3 38.7 38.5 38.8 38.8
08 08 3.0 39.1 39.3 39.4 39.5 39.5 39.6 39.6
09 09 3.1 39.4 39.4 39.4 39.4 39.4 39.4 39.4

> Interprétation des résultats
La mesure initiale des températures des lapintaboratoire est comprise entre (38.7 et
39.4). ce qui nous a affirmé que les lapins a esgai satisfaits au systeme d’adaptation

approprié, aussi a l'injection préliminaire de smn apyrogéne Chlorure de sodium R 9g/L,

solution physiologique nécessaire pour scruteat’@hysiologique et immunologique avant
'examen initial, dont la variation de leur tempéra corporelle satisfait a I'essai puisque elle
n'a pas dépassé 0.6°C pour chaque lapin injectd.@eis permet donc d’effectuer le test de
pyrogénicité conformément et voir si la solutionNldM.P et P.F) est contaminée par des
substances pyrogenes.
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2. Mesure de température apres injection de NaCl :

La mesure de la température aprés injection dul @) au premier lot (Lapins 01, 02 et
03) et NaCl (P.F) au troisieme (Lapins 06, 07, pehdant 3 heurefAnnexe 04), nos

résultats obtenus sont présentés dans le tableantsu

Tableau X Résultats de température apres injection de pradexaminer NaCl.

Lot 01 : NaCl (M.P) Lot 02 : Témoin Lot 03 : NaCl P.F)
N° : 01 02 03 04 05 06 07 08 09
lapin
N° : 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Sonde
T 39.4 39.2 39.2 / / / 38.7 39.6 39.4
initiale
Tmax | 39.4 39.3 39.3 / / / 38.9 39.7 395
AT +0.0 +0.2 +0.0 / / / +0.2 +0.1 +0.1
SAT 0.0+0.1+0.1=0.2 / 02+01+0.1=04

» Expression des résultats
La lecture des résultats se base sur la détatimmdes températures initiales et maximales.

La température initiale de chaque lapin est la mogede 2 valeurs déterminées a un
intervalle de 30 min dans les 40 min précédantjddtion de NaCl (M.P et P.F); la
température maximale est la température la plugéleotée dans les 3h suivant l'injection

de la méme solution.

> Interprétation des résultats

Selon nos résultats obtenus, la solution eféextliabord sur un 1 lot de 3 lapins de M.P et 1
lot de 3 lapins de P.F satisfait & I'essai, caréfaonse de I'animal (Lapin) est définie par la
différence entre la température maximale et la taatpre initiale moyenne de chaque lapins,
dont les lapins d’'un méme lot n'ont pas accuseé waretion de température supérieure a
0.6°C. De plus la somme des réponses dans chagde I8 lapins ne dépasse pas une
température de 1.15°@nnexe 05).Ceci peut se traduire sur le plan physiologiquenee
les lapins a essai apres l'injection n'ont pas t#yme une réaction immunitaire, ou la fiévre

soit le premier indicateur d’'une infection par dabses pyrogéendtewis Thomas. 1985)
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En conclusion, I'échantillon de NaCl analysé patest pyrogéne de lapin est apyrogeé
c'est-a-dire qu'il ne contid pas de substances pyrogéenes qui peuvent dérdequroduit.

Figure 11 : Variation de température Figure 12 : Variation de température
entre la température initiale et entre la température initiale et
la température maximale du lot (1). la température maximale du lot (1).
4 “em @B @ 40 -
30 - 30 1 T
B T initiale A
20 - initiale
20 A B T max
BT max
10 1 AT 101 TAT
) 0 -
0 -
1 2 3
1 2 3

Il. Test LAL « in vitro »
1. Précaution de réalisation de I'esse
» Test de stérilité.

Tout le matériel utilisé entrant en contact avex dehantillons ou les étalons est exe
d’endotoxines bactériennes. Les conditions de cwasen des produits a validisont bien
respectées. L’essai doit étre effectué dans deditcmms permettant €viter la contaminatio
microbienne, aucune souillure n’est tolérée. Donasnpouvons utiliser la paillasse pe

procéder a I'essai des endotoxines bactérie

2. Qualification initiale de I'EEB (contrdle préliminaire)

2.1. Qualification initiale (Conformité de la sensibilité du Lysat)
» Préparation de I'endotoxine de contrble (CSE

La reconstitution du flacon d’endotoxine étalorr 7.5 mL d’eau EEI et l'agitation de
cette solution pendant exactement dix minutes poloienir pour préparer gamme
d’étalonnagfAnnexe 03ftomme indiqgué dan(Tableau VI) dans le but de tester
sensibilité du lysafTableau X).

42



TableXi: Résultat de I'essai au point final

Concentration en endotoxine (UE/mL) Témoin
négatif
Eau EEB
Exemplaire X £ AI2 A4 | Point _
0.25 0.125 0.062 0.031 | final
UE/mL. | UE/mL. | UE/mL. | UE/mL.
1 + + + _ 0.06 _
2 + + _ _ 0.125 _
3 + + _ _ 0.125 _
4 + + + _ 0.06 _
Lecture : le ++ ou - montre les résultats obtenus,
+ signifie positif (formation de gel).
- moins signifie négatif (Absence de formation éé.g
Bleu : les points finaux de formation de gel.

> Expression des résultats

ePoint finale

La conformité de la sensibilité du lysat @stinie par le terme de point final, c’est la plus

faible concentration d’endotoxine que le lysat paétiecter et donner un résultat positins

une série de concentrations décroissantes d'endetstandard.

eCalcul de la sensibilité expérimentale du lysaf\] :

Le calcul de la sensibilité est réalisé pardeethination des points finaux a partir de I'essai

effectué(Tableau X) puis le calcul de la moyenne géométrique degitbgaes a base 10

des points finaux ainsi obtenues présenté dambledu ci-dessous.

Tableau XlI : Calcul de la sensibilité expérimentale.

Séries Point final Log 10 (Point Moyenne Sensibilité
final expérimentale
1 0.06 -1.222
2 0.125 -0.903 (X)=-1.0625 | E =0.0865
UE/mL.
3 0.125 -0.903
4 0.06 -1.222
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> Interprétation des résultats

D’aprés nos résultats obtenus, la qualificaimtiale est bien valide, et le test de sensibilit
est donc confirmé, dont la valeur mesurée dediasibilité du lysat nécessaire a la recherche
des endotoxines bactériennes est bien comprisel'dgesvalle recommandé par la Ph. Eu et
mentionnée par le certificat d’analyse fourni galaboratoire : [0.5_ 24](Ph. Eu 9.0. 2017)

La valeur ainsi obtenue dans notre expérience est de
0,06EU/mI< 0.0865EU/mk 0,25EU/mL, dont la sensibilité établie dans le iGest
d’analyse mentionnée avdc= 0.125EU/mL. Cela nous confirme que la valeurdssis la
limite d’acceptabilité de la sensibilité du lysageci expligue le phénomeéene de réaction
enzymatique de I'endotoxine avec le LAL.

Sur le plan chimique, I'endotoxine induit laacéon de gélification du coagulogene du
LAL sous forme de coaguline (enzyme responsablie dermation de gel). La réaction est
une cascade de réaction enzymatique, qui nécessifgrésence de plusieurs facteurs
protéigues qui s’active les uns aprés les auteeprdmier est induit par le L'endotoxine et
plus précisément le lipide A qui se fixe au fact€upuis sa forme active convertit le facteur
B inactif en facteur B actif qui agit sur la prégme pour transformer le coagulogéne en

coaguline sous forme de dMorita T et al., 1985).

Enfin d’apres nos résultats obtenus, on comfifansensibilité du lysat qui est éligible aux
tests de toxines bactériennes internes et confgréeats de routinegPh. Eu. 2017. 9.0).

Le CSE utilisé dans le but de montrer la selitgéibdu lysat, est calibré selon la
recommandation de la Food Drug Administrationest pharmacopées internationales pour
les fournisseurs du test LAL a partir de (RSE3bsence de substances interférant avec le
dosage a été démontrée par une récupération @eqeptable dans la gamme de 50% a 200%
selon I'exigence de la Pharmacopée Europé€ésABIOFI PASTEUR).
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Figure 13 :Recouvrement de la RSE vali

2.2.Essai de recherche des interférenc

La validation du test LAL, également appelée tesihibition et d'activation ou essai
recherche des interférences, doit étre effectuée glmaque formulation de médicament ¢
de déterminer le degré d'inftion ou d'activation du produit. Pour cela la prépan
d’échantillon doit convenir a la détermination delimite en endotoxine et au calculer d¢
DMS qui indique a quel point le produit peut étrdu@ pour effectuer l'analys
conformément.

L'objectif de cette recherche dinterférences indiqums le (Tableau VII) est de
déterminer la concentration du NaCl (M.P et P.R)rppue la sensibilité de la méthode dan
produit soit égale a la sensibilité de la méthoalesd’eau. Les interférencsont dues parfois
a la haute sensibilité du lysat (0,25 EU/(Institut Pasteur 2002).

La concentration de notre produit NaCl est déteémia partir du calcul de la DMS,
laguelle la limite en endotoxine est détermii(Tableau V) et nos résultats obtenus st
mentionnés dans le tableau sui :
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Tableau Xl : Résultats de recherche des facteurs d’interférence

DN

Témoin Recherche d’'interférence dans la solugiq
Produit N° lot Solutif Résultat | N° | Solution | Dilution Résultat NO
on de de
2K K K12 K14 2K K K2 k14
tub tub
es es
1 + + + -1
NaCl |17BP151 A _ 2 | B(M.P) 14 |+ + — 2
M.P 3 tE - -3
4 + + - —|4
+ + - = 1 + —+  +|1
C 1/3 |+ —+ +|2
—— 4+ + | 2 . — — 3
- + — |4
1 - - - -1
D _ 2 Yo - - - -2
- - - -3
- - - —|4
1 + + + |1
NacCl 001 A _ 2 B (P.F) 174 |+ + — —|2
3 + + - —|3
M.P . NS I
+ + — 1 + - - +1
C e 2 1/3 + — + +H 2
+ — — 143
- + — —|4
1 - - - -1
D _ 2 Yo - - - -2
- - - =3
- - ——4

+ signifie positif, - signifie négatif.
Le ++++ ou ---- montre les résultats pour quatststparalléles.
le ++ ou - - montre les résultats pour deux teatalfeles.
Bleu : Les points finaux de formation de gel

» Expression des résultats.

e La lecture des résultats se base sur la détetiorinde chaque série de concentration

minimale d’endotoxine donnant un résultat positiést le point final de solution B. Puis les

mémes calculs que précédemment.
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e Pour les solutions A, D sont des solutions deotéanla solution A et D ne doivent donner

aucune réaction positive et que la solution C cordila sensibilité du lysat dans I'eau EEB.

Tableau XIV Calcul des sensibilités expérimentales

Série Point final Log 10 Moyenne Sensibilité
(Point final)
Eau EEB 0.25 -0.602
025 0,602 -0.602 K eau=0.25
Solution B | Dilution 1/4 0.125 -0.903
(M.P) 0.125 -0.903
0.125 -0.903 -0.982 £=0.104
0.06 -1.222
Dilution 1/3 0.06 -1.222
0.06 -1.222
0.03 1522 -1.372 £=0.042
0.03 -1.522
Dilution 1/2 / / / /
Solution B’ | Dilution 1/4 0.125 -0.903
(P.F) 0.125 -0.903
0.125 20.903 -0.982 £=0.104
0.06 -1.222
Dilution 1/3 0.06 -1.222
0.03 1522 1447 | £=0035
0.03 -1.522
0.03 -1.522
Dilution 1/2 / / / /

> Interprétation des résultats.

Lorsque la récupération de l'endotoxine est enos de la plage spécifiée, la solution

échantillon testée est considérée comme conterearfadteurs d’interférence
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D’aprés nos résultats, les sensibilités expémiales déterminées pour la solution B et B’ a
une dilution de 1/4 de NaCl (M.P) et (P.F) eteéasbilité du lysat dans I'eau EEB sont bien

comprises dans l'intervalle fixé selon la Ph. BuU2 < A expX 2A, dans les valeurs obtenues

sont :

1) Eau EEB : 0,25UE/mt 0.25UE/mL<0.06 UE/mL.

2) Solution B NaCl (M.P) : 0,25UE/ml< 0.104UE/mL< 0,06 UE/mL.

3) Solution B’ NaCl (P.F) : 0,25UE/mls 0.104 UE/mL< 0,06 UE/mL.

Comme les sensibilités expérimentales « lyseau » et « lysat —solution B et B’ & une
dilution 1/4» sont comprises dans l'intervalle[24/2], donc le produit examiné n’interfere
pas dans la réaction « LAL — endotoxine » et péxg donc dosé en routine a la dilution
utilisée dans ce test. En revanche, a une dilytié8) mL, des deux solutions analysées ont
donné des résultats non comprises dans l'interfiakée dont les valeurs obtenues sont : une
sensibilit¢ de 0.042UE/mL (solution B M.P) et 0.Q&/mL (Solution B’ P.F) qui sont
inferieures a 0.& A une dilution (1/2)mL les résultats étaientdomégatifs « pas de point
final », ceci explique que le produit interférerémction « LAL — endotoxine » et donc a ces
dilution le produit analysé ne peut jamais étreédas routine a la dilution utilisée dans le test
(Ph. Eu, 2017 9.0)

Selon la fiche technique de Chlorure de Sodile®,dilutions effectuées lors du test de
recherche préliminaire doivent étre croissanteréirpde 1/1, 1/2, 1/3, 1/4...... jusqu’au 1/10
pour la P.F et jusqu’au 1/20 pour le M.P gans ledautrouver la concentration minimale du
produit sensible au réactif LAL. Pour les testsralatine sur ce produit, il est judicieux de
diluer les solutions a une dilution minimale inéenie de la DMS et a chaque fois si la
préparation testée n'est pas conforme, l'essai &o& répété en utilisant une dilution
supérieure, ne dépassant pas la OQM8nson TE. 1985).Effectivement d’aprés nos résultats
le produit est inhibiteur & une dilution de 1/2eetest d’inhibition activation est donc réalisé
au 1/4 et donne un résultat confor(®d. Eu, 2017 9.0).

Bien que la plupart des médicaments parentémaantrent une inhibition ou activation en
pratique, ce test peut étre efficacement effectué facilement en éliminant les facteurs
d‘interférences par dilution de notre échantillomrge dilution ne dépassent pas la DMS ni
trop inferieure a la DMS pour que I'extrait enzyigae de LAL et I'endotoxine n’échappent
pas a la réaction enzymatiq®as AP. 2014),car plus on dilue I'échantillon, plus

linterférence sera diminué, mais en méme tempsdacentration endotoxine diminue
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également. Pour cette raison, il ne faut pas tribped I'’échantillon si non une faible
concentration d’endotoxine risque échapper a latiga enzymatique ce qui pourrait étre a

I'origine d’un résultat faux négatiflCH guideline Q4B).

La réaction du lysat est une cascade enzymatidgsesensible a beaucoup d’éléments
chimiques et biologiques. Sur le plan chimiquerisgue d’interférence est soit inhibiteurs
soit activateurs. Les inhibiteurs sont pH, chélatides cations divalents, modification

protéigue ou enzymatique...etc.

2.2.1. Interférence liée au pH

Le pH idéal pour la réaction LAL doit étre en6 et 8, cette notion pour le pH dans le
milieu réactionnel, produit + lysat et I'inhibitiamiest constatée que si «produit + Lysat» a un
pH <6 ou >8. Si le pH est inferieur ou supérieuwredte valeur le lysat peut empécher la
formation de gel en présence d’endotoxine. Il esserecommandé par la Ph. Eu de s’assurer
de la plage du pH du produit de sorte qu’il soitee@ et 8, car méme la résolution par le

tampon du lysat, il en doute de détériorer la i6aanzymatiquéGalanos etal., 1972).

2.2.2. Interférence liée a la chélations de catiotsvalents

La réaction LAL est une réaction enzymatique possede des exigences particulieres
concernant la nature et la concentration des efettes cations divalents qui doivent étre
présents dans un milieu réactionnel. Si ces camdithe sont pas respectées la réaction ne va
pas étre optimale et le dosage devient alors ingpnémire parfois impossibléCooper J.
1991)

La présence de cations bivalents comme le QaMg++ peuvent également engendrer
une inhibition. Les cations sont attirés par larghanégative de I'endotoxine ce qui engendre
laugmentation de la taille des agrégats d’endotesiet diminution de leur activité. Les
cations divalents peuvent encore augmenter |'agoégan liant les sous-unités d'endotoxines

par liaison ionique.
2.2.3. Interférences liées aux activateurs

Les activateurs comme activation du facteupa® des éléments autre que le LPS et
activation par le Glucane causent un probléeme maguovoquant des résultats faussement
positifs ou négatif¢Dobrovolskaia MA. 2013)Dans ce cas la résolution ne peut étre effectué

gue par le fabricant du lysat.

49



@ Activation par (1-3) p Glucane

Le (1-3)B-D Glucane sont des polymeres de D glucose entr@nane entrant dans la
composition de la paroi cellulaire des levures etsmsures, sont également présent dans le
périplasme de certaines bactéries. Il ils sontgmisdans le milieu réactionnel, ils sont
susceptible de déclencher la réaction du LAL parekrmédiaire de la voie du facteur G et
d’entrainer une surestimation de la concentration eadotoxine(Roslansky P. 1991).
Cependant la laminaire est une substance capalidogeer la voie du facteur G activé par

les GlucanegYokota H. 2001)et les fournisseurs proposent un tampon blogaaviie G.

Contrairement aux inhibiteurs qui peuvent égsolu par une dilution par eau EEB et
dilution supplémentaire respectant la DMS et laitemren endotoxine au laboratoire, les
inhibiteurs sont nombreux comme « SDS, urée, pén&iG...etc. »(Figure 10) (Sullivan J.
1976).

Une meilleure compréhension de la naturesrdedérences du test LAL, est l'utilisation
de la dilution admissible minimise les problemembition. Les facteurs d'interférences
incluent le ph, les protéines modifiant la réactthnL AL, la charge cationique et autres. La
dilution est la meilleure approche pour résoudie itgerférences, car plus de 90% sont
dépendant de la concentration et sont résolues amecdilution appropriées a la DMS
(Cooper J. 1990).

Les activateurs, comme activation du facteur &€ ges éléments autre que le LPS et
activation par le Glucane causent un probléme maguovoquant des résultats faussement
positifs ou négatif§Dobrovolskaia MA. 2013)Dans ce cas la résolution ne peut étre effectué
gue par le fabricant du lysat.
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Tableau XV: les facteurs agissants et interférents investistam la réaction LAI

Parameétres

Effets sur la réaction LAL

Valeur de référence

Température

pH

Cations

SDS
Urée
EDTA

Citrate de Na
Glvcine

Peénicilline G

Polymixin B

Controle de la cascade des
réactions enzymatiques

Contréle de la cascade des
réactions enzymatiques

Interviennent dans la réaction
enzymatique et la conformation
des molécules d endotoxines

Inhibe la réaction en dénaturant
les protéines

Inhibe la réaction en dénaturant
les protémes

Inhibe la réaction en modifiant
la structure des LPS

Agit également comme agent
chélateur des ions

Inhibe la réaction LATL par un
mMEcanisme 11Connn

Inhibe la réaction LAL par un
MECANISNIE INCOnn

Inhibe la réaction LATL par un
MECANISNIE ICOMN

Réaction :
- Optimale pour 36°C= T°<38§°C
- Nulle 5i 25°C<T"=45°C

Réaction optimale 5i 6 4=pH=8

Reaction -
Optimale

[Ca’ J=50 ppm

- Inhibée si [Ca’ ]=250 ppm

pour  2ippm=

Reaction -
Inhibée

(Mg ] <50 ppm
- Optimale pour [Meg ™ [=50 ppm

Dour 25ppm-:

Inhibition sensible a 0.01 %
Inhibition sensible a 0.1 %

Fortement inhibiteur

Reéaction - .
- Non inhibée [EDTAJ=107 M
- Inhibée pour (Mg~ J=10" M

Fortement inhibitenr & 100m./1

Agit a partir de 20 mg/l mais
variable en fonction de la
structure du LPS

3. Essai limite

L’essai limite également appelé I'essai des endoésxpar la méthode LAL, la validatic
de cette méthode repose sur des points critiquigspiensables pour prouver si un échanti
contient ou non une teneur en endotoxine supériaua limite spéifiée, pour cela nou

avons préparé les solutions A, B, C et D comme indiquésc(Tableau VIII).

Les résultats obtenus sont représentés dans éatablivan



Tableau XVI : Résultat de I'essai limite obtenus pour le NaCIRM

N° d’exemplaire Solution Solution Eau pour EEB 4 Eau pour EEB
d’échantillon d’échantillon 2K
NaCl (M.P) NaCl (M.P) +
24
1 - + + -
2 — + + —

Tableau XVIl : Résultat de I'essai

limite obtenus pour le NaCF{P

N° d’exemplaire Solution Solution Eau pour EEB 4 Eau pour EEB
d’échantillon d’échantillon 2
NaCl (P.F) NaCl (P.F) + 2
1 - + + -
2 - + + —

> Interprétation des résultats :

el e contrdle négatif deau EEB ne forme pas de lgetéaction est négative, ainsi que le
contrble positif eau EEB donne un résultat posigst a dire un gel ferme tenant au fond du
tube, ceci explique que la sensibilité du lysatdsstlarée pour effectuer le test de routine
(Ph. EU .2017 9.0)

el e tube dosage de solution NaCl (M.P et P.F) égttif, c'est-a-dire que le produit testé
renferme une teneur en endotoxine moins de 5UBfigptaur la M.P et 3.6 UE/mL pour le
produit fini. Les contréles positifs de la solutibdaCl (M.P et P.F) donnent des résultats

positifs, cela confirme I'activité du lysat a déexd’endotoxine dans les conditions de I'essai.

Le lysat est sensible en terme de conditiomaptetes ; d'unagencement logiqude la

présence I'échantillon a tester et le CSE avecdilnéon inferieure ou égale a la DMS et de
la sensibilité déclarée a partir dé (®h. Eu, 2017 9.0).
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Le produit NaCl répond aux exigences des pheopie concernant le test des endotoxines
bactériennes par la technique de gélification (Mé€&hA) Les directrices pour la validation
des méthodes biologiqueRgmond B etal., 2002)pour le dosage qui est un essai limite

montre que I'évaluation des critéres de spécifieitla teneur en endotoxine est respectée.

La détection des endotoxines produites pab&eséries Gram négatives, se fait au moyen
d’'un lysat d’'amoebocytes de limule. La méthode gidification de I'essai de recherche des
endotoxines bactériennes est de fait spécifiqudg ®neur en endotoxine est inferieure a sa
limite 5 UE/dosgPh. Eu, 2017. 9.0).

En conclusion nous pouvons dire que la méthodgdglércation est fiable et valide.

Selon le SRT N°872 de TOM@VHO. 1999)I'essai des endotoxines bactériennes est I'une
des étapes du contrble qualité des vaccins suptiuf final vrac et le produit fini. Deux

types de test sont utilisés pour le dosage desexides :

eTest in vivo. : Essai de recherche des substangeggnes chez le lapin. Dans un passé trés
récent, c'était 'unique test utilisé pour la reatiee des pyrogénes dans les solutions

parentérales et les dispositifs médicaux.

eTest in vitro.
Essai des endotoxines bactériennes utilisant comdaetif le lysat d’amoebocytes de
limule(LAL).

Dans notre étude nous avons utilisé un testtio yméthode LAL). Comparativement a la
méthode et du test pyrogene chez le lapin in @trd’apres nos résultats on estime que le test
LAL est plus sensible a la détection des endotaxingctériennes que le test pyrogene de
lapin, car le test LAL est spécifique a la détattaes endotoxines bactériennes dont la
réalisation nécessite une petite quantité du ptadanalyser, Un faible niveau d’endotoxine
peut étre mieux détecté avec le test LAL qu’avesdai des pyrogenes sur le laden LAL
est économique et standardisé et nécessite unnsawmipulateur. Contrairement au test
pyrogene de lapin qui présente l'avantage de tiétede toutes les substances pyrogenes
gue les endotoxines bactériennes, en parallélaiasrt inconvénient ont été remarqués
comme : La répétition du test entraine l'utilisatid’'un nombre important d’animaux ; les

conditions dans lesquelles sont les lapins etrésstinfluent sur les résultats et les lapins ont
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besoin d’'étre préparés pour le test, ils doiveatdapter au nouvel environnement et aux

manipulationsBlechova R etal., 2001)

Nos résultats sont corroborés [BrECHOVA et PIVODOVA, 2001 qui ont fait une
étude comparative de la méthode LAL et du testgBsme chez le lapi(Blechova R etal.,
2001) lls ont évalués les deux tests (tirés les avastatles inconvénients).

» Evaluation du test pyrogene chez le lapin

el 'avantage de ce test in vivo est la possibilitéddeecter d’autres substances pyrogénes que
les endotoxines. Ceci est important pour le coetrqlialité des préparations pour usage

parentéral.

e Les inconvénients de ce test sont :

» La sensibilité insuffisante des lapins pour lded#on de la présence d’endotoxines,
spécialement dans les produits a utilisation iri@@use, dans I'eau pour les bébés et dans les
produits ayant une concentration limite en endotesi(ELC) basse

» La réaction d’hyperthermie (élévation de la terapé&e corporelle) n’est pas trés précise ;
» La répétition du test entraine I'utilisation d’'nambre important d’animaux ;

» Les conditions dans lesquelles sont les lapinke etress influent sur les résultats. Les
lapins ont besoin d’étre préparés pour le testiaisent s’adapter au nouvel environnement et
aux manipulations ;

» On ne peut pas tester simultanément un groupertargod’animaux (un test dure 72
heures avec trois lapins) ;

» Pour des raisons de sécurité il faut au moing deanipulateurs ;

» Les tests avec les animaux sont évités pouralsens d'éthique et en accord avec la

« régle des 3 R » (raffinage, réduction, remplacej{Burch etal., 1992).

» Evaluation du test LAL
D’aprés ces mémes auteurs la méthode LAL semtages certains et quelques

inconvénients :
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Les avantage@lechova R etfal., 2001)

e A juste besoin d’une petite quantité d’échamtilpmur le test LAL.

e Plusieurs échantillons peuvent étre testés leavjéar.

e Un seul manipulateur peut mener a bien métreseadt.

e Le test LAL est économique.

e Un faible niveau d’endotoxine peut étre mieuxed#t avec le test LAL qu’'avec I'essai des
pyrogenes sur le lapin.

e Le test est standardisé.

e Les données pour I'évaluation finale du test peti@é&e obtenues rapidement.

Les inconvénients sont :
e L'utilisation d’'un matériel précis ;

e La moindre interférence peut influer sur le rédudtatest.

L’étude comparativeBLECHOVA et PIVODOVA, 2001 a conclue que l'essai des
pyrogenes chez le lapin avait beaucoup de désayemjtat que le codt était particulierement
élevé par rapport au test LAL qui était plus seesiplus précis, d’exécution facile et de
moindre codt. De plus, plusieurs solutions paredér qu’on ne pouvait pas soumettre a
I'essai des pyrogenes chez le lapin pouvaienttéstées avec le test LABlechova R etal.,
2001)

Notre choix pour un test in vitro est ainsi jfiétd’aprés la Pharmacopée Européenne, l'essai
des endotoxines bactériennes peut étre realiséeplanique de gélification (induction de la
formation d’'un gel) est donc valide et spécifiquia aecherche des endotoxines bactériennes
(Ph. Eu, 2017 9.0).
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Conclusion



Notre étude qui porte sur une qualificatiortiahe du test de recherche des endotoxines
bactériennes par la technique de gélification (wd¢hA) pour le Chlorure de sodium (matiére
premiere) et le Chlorure de sodium hypertoniqu®® (produit fini) et qui a été réalisé au
niveau du laboratoire Controle de Qualité SAIDALE® entreprise dans I'objectif d'une
gualification initiale d'un test de recherche desl@oxines bactériennes. Pour cette raison
'analyse a été effectuée en utilisant deux testsedherche des endotoxines bactériennes sur
deux lots de produit a usage parentéral NaCl condéta@t matiére premiére pour la
production des médicaments injectables et NaClgpiejue a10% SAIDAL. Il s’agit du test
pyrogene de lapin «tegt vivo» et le test lysat amoebocytes des limules (LAlt¢stin

Vitro ».

L’analysein vivo, effectuée sur une population de 09 lapins, a mogtie la variation
thermique relative est minime entre les températiniiales et les températures maximales
enregistrées. Ces résultats confirment que lesugigodnalysés sont exempts de substances
pyrogenes telles que les endotoxines.

L’analyse in vitro, nous a permis de qualifier le test de recherche elsotoxines
bactériennes comme un test alternatif remplacam¢de pyrogéne de lapin. Cette méthode
repose sur la propriété que possede le lysat dimatr la formation d’'un gel solide lorsqu'il

est mélangé avec une solution contenant des ernidesolactériennes.

La validation de I'essai est dépendante de :

e Une qualification initiale qui nous a permis denfioner la sensibilité du lysat déclarée
nécessaire a la recherche des endotoxines bactgsieen montrant que la sensibilité
expérimentale était comprise dans I'intervallé] - 24].

e Un essai recherche des interférences sur lesldende NaCl, a montré qu’il n’y avait pas
d’interférences entre le NaCl et la réaction« LAL endotoxine », les sensibilités
expérimentales des deux lots NaCl étant compriaes kintervalle K /2 - 24].

Les valeurs des criteres de validation mettent eideé@ce la spécificité du test aux
endotoxines.

En complément de la validation, nous avons proééde essai de routine ou essai limite qui
a démontré que :

el es témoins negatifs sont non gelifiés.

el es controles positifs de NaCl ZZPPC) sont gélifiés.

el es tubes de dosage NaCl sont non gélifiés.
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Pendant longtemps, le test pyrogene de lapié eaihsidéré comme l'unique test capable de
détecter les substances pyrogenes tel que legplssants, endotoxines bactériennes. Mais
dans le cadre dans notre étude nous avons pu mqotde test LAL est un test spécifique et

trés sensible a la recherche des endotoxines geqgtii remplacer le test pyrogene de lapin.

57



Réferences
Bibliographique



Références bibliographique

Abraham PR, van den Ende A & van Deventer SJ (200Distribution and kinetics of
lipoproteinboundendotoximfect Immu69,2821-2828.

AKERS MJ, 1984 «pyrogen testing in parenteral quality controliBtg, pyrogen, particule
and package integrity testing ».Third Edition.

Alois NOWOTNY, John J. SPITZER et Elizabeth J. ZIEGLER, Cellular and Molecular
Aspects of Endotoxin Research Series, vol. 1, daudirection d’AloisNowotny, Elsevier
Science Publishers, 1990 .

AMILABO, ( Mai 1990) I'essai LAL et kle PH. LAL UPDATE .

AMILABO, (Aout 1990) le sang du crabe en fer a cheval. De la découvarta

commercialisation . LAL update.

AMILABO, (Mai 1989) inhibition \ activation LAL UPDATE.

Article du 9 juillet 2001 sur e-sante.frPhilippe Presl&ite internet

Bacterial Endotoxic Lipopolysaccharides :Vol. 1 : Molecular Biochemistry and cellular
biology ; vol Il : Immunopharmacology and pathopbi®gy. Sous la direction de David CC.
Morrison et johnL.Ryan CRC press, 1992.

Bacterial Endotoxins Test,USP26 NF 21.2003.

Baines, A. (2000).“Endotoxin Testing” in Baird, R.M., Hodges, N.Ané Denyer, S.P.
Handbook of Microbiological Quality Control: Pharmauticals and Medical Device$aylor
and Francis: London, ppl144-167

Bang F.B. 1953.The toxic effect of a marine bacterium on Limubusd the formation of
blood clots. Biol Bull (Woods Hole, MA) 105 : 3&62 .

Bellentani L. Cyclic chronobiological considerations when empigythe rabbit fever test.
Clinical and BiologicalResearch.1982; 93: 329-342.

Brandberg K, Seydel U, Schromm AB, Loppnow H, KochmMHJ, Rietschel ET.
Conformation of lipid A, the endotoxin center ofckerial lipopolysaccharide. J Endotoxin
Res 1996; 3(3):173-8.

Bonenberger,Dickmann J, Fennrich W, Fischer S.Workshop on Paul Ehrlich Institute.
2001;7:525-533.

Brandberg, K. et al (1996): Conformation of lipid A. the endotoxic center c@dberial
lipopolysaccharideJournal of Endotoxin Resear@173-178



CoceaniFEndothelin-induced constriction of the ductusvemsasufetal sheep:developmental
aspects and possible interaction with vasodilaprgstaglandin. Br J Pharmacol 142: 727-
736, 2004.

Das AP, Kumar PS, Swain SRecent advances in biosensor based endotoxintidetec
BiosensBioelectron 2014;51:62— 75.

E. ThRIETSCHEL et al., Bacterial Endotoxin : Molecular Relationships bedw structure
and Activity in infectious disease clinics of No’merica , numérospécial de Gram-Négative
Septicemia and septic shock, vol.5, n 4, pp. 753:71091.

Emst RIETSCHEL dirige linstitut de recherche Borsel ; en Allemag et enseigne la
microbiologie a I'université médicale de Lubeck.lidet BRADE est professeur assistant de
microbiologie a I'institut Borsel .

Essai des endotoxines Bactériennes (chapitre 2ekxitdit de la pharmacopée européenne 9.0
) .Flammarion, Médecine - Sciences, Paris, 2017, § -198.

FRIBERGER P, 1987,A new method of endotoxin determination. Americéin.Broducts,
p.12-17.

GALANOS C, LEHMANN V, LUDERTIZ O, RIETSCEL ET et al .-
Endotoxicproprerties of chemicallysynthesizedlipigart structures. Comparison of synthetic
lipid Aprecursor and synthetic analogues with fketic lipid A precursor and free lipid A.
EUR J Biochem, 1984 : 140(2) : 221-27.

Gould, M. c. Endotoxin in vebrate cell cultures : its measuneinand significance, p. 125-
136. Dans : Uses and standarization of vertebedtegltures, in vitro monograph number 5,
1984. Tissue culture association ; Gaithersburg MD.

GREFF-MIRGUET.G. Echantillonnage et analyse des endotoxines dans Gahier de
notesdocumentaires- hygiéne et sécurité du traiil-87.INRS, 2002, p : 73-8.

Greisman S.E., Hornick ,R.B. Comparative pyrogenic reactivity of rabbit and m@an
bacterial endotoxin, Proceedings of the societyerperimental biology and medicine.
1969;131: 1154-1158.

Guideline on validation of the limulus Amebocyte Lgate as an End-product Endotoxin
Test for human and animal parenteral drugs, BicklgProducts, and MEDICAL DEVICES.
US.Departement of health and human services, fowt ciug administration, December
1987.

Hecker, W, D Witthauer and A StaerkValidation of dry heat inactivation of bacterial
endotoxins, PDA J. Pharm. Sci.



Technol., 48:197, 1994

Howell, w. H. 1885.0bservations upon the chemical composition andjda#ion of the
blood of Ilimulus polyphemus, callinecteshastatueand cucumaria sp. Johns
hopkinsuniversitycircular43 :4-5.

Hull D. Biology of the Neonate Age-related changes in &mdo sensitivity and the febrile
response of new born rabbits. Biol. Neonate 1998)6370-379.

Hull D,Mcintyre J, Vinter J. Age related changes in endotsensitivity and the febrile
response of new born rabbits. Biol Neonate 1998)63{0-379.

ICH guideline Q4B, Annex 14 to note for Evaluation and Recommendatioin
pharmacopoeial Texts For Use in the ICH Region8acterial Endotoxins Tests - General
Chapter.

JOHNSON A., GAINES S. et al.Studies on the O antigen of Salmonella typhosa V.
Enhancement of antibodyresponse to protein antigéypurified lipopolysaccharides.
KADIS S., WEINENBAUM G. et al, 1971, Microbialtoxins, (5), bacterial endotoxins.
Academic press, New york, pages 507.

Keith Esch R, Li H, Foarde KK, Ensor DSEndotoxin contamination of engineered
nanomaterials.Nanotoxicology 2010;4:73-83.

Khalik E.,.BendielA.F , Effects of weight and sex of rabbits on the resuit testing of
chorionic gonadotrophin injection according to gaganpharmacopoeia,Journal of pharmacy
and pharmacology. 1982: 34: 209-210.

Kumar, H. (2007): ,Variability in the Bacterial Endotoxin Test or LATest, Endosafe
Times Charles River Laboratories, USA

LANVIN G, 2002, Essai des endotoxines bactériennes. DESSaBoQualité des produits
de Santé — ULP Strasbourg. Aventis pharma, Frante}7..

LAL Users Group. Preparation and use of endotoxin indicators forydsgenation process
studies, J. Parenteral Drug Assoc.,

LE HIR A, 1988, Evolution de la maitrise qualité dans lindustri@ dnédicament.
Conception moderne du contréle. S.T.P Pharma Rexjg.44- 50.

LECLERE H., GAILLARD J.L et SIMONET M., 1995 , Microbiologie générale. La
bactérie et le monde bactérien, Doin, Paris, PEa@D7.

Lee J, Johnson J, Reynolds S, Thorne P, O’'ShaughrsgsP. Indoor and outdoor air quality
assessment of four wastewater treatment plantscdpCEnviron Hyg2006 ; 3 : 36-43.



LEVIN J, 1987, The limulus amoebocyte lysate test perspectimespaoblems. Detection of
bacterial endotoxines with the limulus amoebocyysate test.New York, Alan R Liss, p.1-
23.

Levin, J., et F.B. Bang. 1964A description of cellular coagulation in the lumsilBull. johns
Hopkins Hosp. 115 :337-345.

Levin, J., et F.B.Bang. 1964 he role of endotoxin in the extracellular coagolatof
limulusblood. Bull. Johns Hopkins Hosp. 115 :26%+27

Levin, J., etF.B.Bang. 196&lottableprotein in Limulus : its localisation aKghetcs of its
coagulation by endotoxin. Thromb.Diath.Haemorrh 1186-197.

Lindsay, G.K., Roslansky, P.F., and Novitsky , T.J(1989)S ingle-step, chromogenic
Limulus amebocyte lysate assay for endotoXi@JinMicrobiol. 27(5): 947-951.

Li Y, Boraschi D. Endotoxin contamination: A key element in the iptetation of
nanosafety studies. Nanomedicine (Lond) 2016;11289

LOEB LEO Marine BiologicalLaboratory(MBL) 1902.

Marchand G. Les endotoxines en milieu de travail. Montrée@®SET, 1996.

Martino TK, Hernandez JM, Beldarrain T, Melo L. Identification of bacteria in water for
pharmaceutical use. RevLatinoamMicrobiol 1998;4@§3:42-50.

MATHIEU S., DEL CERRO C., NOTIS M-H , 1996 Gérer et assurer la qualité, AFNOR,
6e édition, p.703.

McCullough, K.C. and Weider-Loeven, C. (1992):,Variability in the LAL Test:
Comparison of Three Kinetic Methods for the Testirig?harmaceutical Produtfsiournal
of Parenteral Science and Technolpyyl. 44: 69-72

McCullough, K. (2008): Laboratory VariabilityLAL Users’ Group Newslettefssue 2, No.
3, p6-7

Moser, K. (2009):,Playing Hide and Seek with EndotoXinLAL User Group Newsletter
Issue 3, Number 2, ppl-5

Morita, T., et al ( 1981) A new (1->3)-B-D-glucan mediated coagulation pathvi@nd in
Limulus amebocytes. FEBS letters, 129 :318-321.

MORITA, T., et al. (1985) Biochemical characterization of limulus clottingctors and
inhibitors which interact with bacterial endotoxinky Bacterial Endotoxins : structure,
biomedical significance and detection with the linsuamebocyte test, 53-64, Alan R. LISS,

inc.



MUTA, T., et al (1987) Primary structure of aniLPS factor from horseshiab hemocytes
its activation by synthetic lipid A analogues ancidaphospholipids . Eur. J.Biochem.
176 :89-94.

NAKAMURA, S., et al (1976) A clottable protein from amebocyte lysate of jageen
horseshoe crab (Tt) its isolation and biochemicappeties. J. Biochem, 80 :1011-1021.
NAKAMURA, S., et al (1982) A clotting enzyme associated with the hemolymph
coagulation system of horseshoe crab (Tt) : itsfipation and characterization. J.Biochem,
97 :781-792.

Nakata, T, Destruction of challenged endotoxin in a dry heatrp PDA J. Pharm. Sci.
Technol., 48:59, 1994.

Novitsky, T. J; 1984.Discovery to commercialization : the blood of therseshoe crab.
Oceanus 27 :13-18.

Pardo-Ruiz Z, Menéndez-Sardiflas DE, Pacios-Michelen A, Gabilondo-Ramirez T,
Montero Alejo V, Perdomo-Morales R. Soluble B-(1,3)-glucans enhance Ips-induced
response in the monocyte activation test, but ihlpls-mediated febrile response in rabbits:
Implications for pyrogenicity tests. Eur J Pharm &x16;81:18-26.

Parenteral Drug Association, Inc.Depyrogenation, Technical Report No. 7, 1985.
Pearson, F. C., Bohon, J., Lee, W., Bruszer, G., §ana, M., Jakubowski, G., Dawe, R.,
Morrison, D., and DinareUo, C., (1984)Characterization of Limulus Amoebocyte Lysate-
Reactive Material from Hollow-Fiber Dialyzers,” Apfnviron. Microbiol. 48: 1189-1196
Pearson F.CPyrogens:Endotoxins, LAL testing and depyrogenatl®35.

PETAT (E.) et col, 1996 Les méthodes alternatives de contrdle microbiglosy
Présentation des principales techniques rapideppd®td’une commission SFSTP. STP
Pharma Pratiques, p. 281-301.

PHARMACOPEE EUROPEENNE 6.0 chapitre 5.1.4 Qualité microbiologique des
préparations pharmaceutiques, p .567-569

Pivodova. Belchovva R.D.Limulusamoebocytes lysate (LAL) test — an alterbativehmet
for detection of Bacterials Endotoxins. Acta \Bno 2001, 7: 291- 296

Progress in clinical and biological Research vol 231, Detection of bacterial Endotoxins
wit the Limulus Amebocyte Lysate Test. 1987. WatsenW., J. Levin et T.J. Novitsky (eds)
, Alan R. Liss, Inc., NY.

Raetz C, Whitfield C, « Lipopolysaccharide endotoxinsAnnu Rev
Biochemvol. 71, 1 1, 2002, p. 635-700



Raetz, Christian R. H.; Guan, Zigiang; Ingram, Brian O.; Six, David A.; Song, Feng;
Wang, Xiaoyuan; Zhao, Jinshi, « Discovery of nevesgnthetic pathways: the lipid A
story »,Journal of Lipid Resear¢l2009, S103-S108

RAMOND B., GAILLANDRE A, GIBELIN N., MAIGNAN C., NA BET P. Guide de
validation des methodes de dosage biologique.SHPRhPratiques. 2002. p: 2-19.
Recommandations en matiere de techniques de stésdition, 1993 Conseil Supérieur
d’'Hygiene., nr°7848.

Recommandations pour la réalisations de I'essai desidotoxines Bactérienngschapitre
5.1.10 extrait de la pharmacopée européenne 8.0) .

Richardson, K. and Novitsky, T.J. (2002);,Simple Statistics for the LAL User — Standard
Deviation, Repeatability, Reproducibility and a (#leation of the Coefficient of Variatidh
LAL Update Vol. 20, No.4

Rietschel et al The chemical structure of bacterial endotoxin in relation to
bioactivity,Immunobiology .1993;187(3-5):169-90.

Snell JJSPreservation of control strains. In: Snell JJS,v8roDFB, Roberts C, editors.
Quality assurance: principles and practice in therabiology laboratory. London: Public
Health Laboratory Service; 1995. p. 69-76.

Sweet,B. H. et J. F. HuxosolDepyrogenation by dry heat, ch. 12, p. 101-
108.Dans :depyrogenation, technical report NO. 9851 Parental drug Association.,
Philadelphia, PA.

TANAKA, S et al. (1982)limulus antiLPSfactor : an anti coagulant withbiité the endotoxin
mediates activation of limulus coagulation systesochem. Biophys. Res. Commun.
195 :717-723.

Test for Endotoxins I. P. 2007:1: 35.

TOKUNAGA, F. et al. (1987) Lipopolysaccharide-sensitive serine-protease zymdtgetor
c) of horseshoe crab hemocytes.Eur.J.Biochem1&¢446.

TSUCHIYA,M., et al . (1990) An Endotoxin specific assay by blocking new (1-B3D-
glucan mediated coagulation pathway in Limulus laoogtes lysate. In the first congress of
the international endotoxin society. San Diego 1990

Tsuji; K. et S.J Harrison. 1987. Dry-heat destruction of lipopolysaccharide : Deah
destruction Kinetics. Appl.Environmicrobiol. 3615.

USP < 35 >chapitre85 .

U.S. Pharmacopeia 33 - Official Monograph - Endotax Indicator for Depyrogenation.



validation of the Limulus Amebocyte Lysate testas an end-product endotoxin test for
human and animal parenteral drugs, biological ptgdand medical devices.

Van D.,Van D. V. H.Factors affecting pyrogen testing in rabbits, d@weents in biological
standardisation.1977;34:57-63.

Weary, M and F PearsonA manufacturer’s guide to depyrogenation.Biopharrhi988.
WESTEPHAL O, LUEDERITZ O, STAUB AM- Bacterial endotoxins. JMed Pharm
cherm, 1961 ; 4 ; 497-504.

WESTPHAL O. et al. Bacterial endotoxins.Inst. Arch. Allergy, 1978, p : 1-43.

Williams Kevin, 2003, Endotoxins pyrogens, « LAL testing ,anddepyrogorati,second
edition Drugs and pharmaceutical sciences ,Jameasifiek Ed, volume 111,P.29-36.
Young, N.S., et al. (1972An invertebrate coagulation system activated bgogoxin :

evidence for enzymatic meditation . j.clin. inveést.:1790-1797.



ANNEXES



Annexe non biologique utilisées dans ce travalil

1) Accessoire du Kit LAL.

Flacon LAL

Control Standard Endotosia
E. Coli 055:H5

Flacon control standard endotoxine
(CSE)

Eau réactif LAL

Tubes de réactionsdépyrogénés




2) Appareillage et verreries

» Etuve. » Becher stériles et » Papier aluminium
» Réfrigérateur. apyrogenes » Gants jetables
» Agitateur (Vortex). » Marqueurs
» Balance électrique. » Flacons stériles et » Portoir pour tube
(Kg et g) apyrogenes Seringues graduées stériles
» pH-metre. et apyrogenes
» Incubateur. » Tubes a essais stériles et »Huile de vaseline
» Enregistreur de apyrogenes » Alcool

température. » Coton



3) Reconstitution du Control Standard Endotoxin

Accompli de dilution correcte requise a la

sensibilité du lysat en divisant la concentration

en endotoxine sur£ d’étalon (CSE)

20EU/0.125=160—, 20EU est équivalente a

16Q€

(1/10)

ImL (csk) + 9mL (eau EEB) — 16
4mL (cse) + 4mL (eau EEB) m— Q¢
4mL (cse) + 4mL (eau EEB) (— Q<
4mL (cse) + 4mL (eau EEB) e Q2
ImL (cse)+ 1mL (eau EEB) m— Q1
1mL cskg) + 1ml (eau EEB) — Wz
Iml cse) + 1mL (eau EEB) — K4




4) I'enregistrement de température durant les 180 imutes.

NaCl matiére premiére (Lot N°1) NaCl produit fini (Lot N°1)

1 2 3 7 8 9

Température 394 39.2 39.3 38.9 38.6 394
initiale 394 39.2 39.3 38.9 38.6 39.4
39.4 39.2 39.3 38.9 38.6 39.4

*39.4 *39.2 *39.3 *38.9 *38.6 *39.4

15 min 39.4 39.3 39.4 38.7 38.8 39.5
30 min 394 394 39.5 38.8 38.9 39.6
45 min 394 394 39.5 38.8 38.9 39.6
60 min 394 39.5 39.3 38.7 38.6 39.4
75 min 394 39.5 394 38.6 39.5 39.4
90 min 39.4 39.5 39.5 38.5 39.5 39.5
105 min 39.3 39.6 39.6 38.9 39.5 39.4
120 min 39.3 39.6 39.4 38.9 39.4 39.4
135 min 39.3 39.6 39.3 39.0 39.4 39.4
150 min 39.4 39.8 39.3 39.0 39.5 39.5
165 min 394 39.8 39.3 39.0 39.5 39.5

180 min 39.4 39.8 39.3 39.0 39.5 39.5



5) Certificat d’analyse du LAL

! Endosafe‘@
i LAL Grage Glassware {T400)

Cortificate of Quality

4
Lefiicae OF WLiailly

alories 10 x 75 mim Borositicate Glass Test Tubes without Caps, 50/Pack
Lot Number 336210 has be syrogenated in a dry heat oven usirg a val dated process.
The lot has bea" d by Quality Control and meets fhe follawing test specifications:

Cncotoxin Test Res i« 0 005 Elidevice

Inter'erence Test Result____ Pass

Zxpiration Datc: . Pec2019__ __
o ' 7
Ghackea By_ = Late_04dan 017

pate METanoD)

Charles River Laboratories
1023 Wagpoo Roac
Charleston, 8C 29407

CG-T400-05

J Endosafe®

=ndotoxin indicators (EVV10K)
Certificate of Quality

< vial of Fndoiexin inisater Lot # EWWB1BE __ Pwpiration Date: Jun2018

approximersly 1,000 ng of fipapolysacchar de (derived from £ coff Strain 055:B5),

¥ie agprodimately 10,000 Endoioxin Units (EU) of lipepolysaccharide, as detemined

2 serfal to-foldd il on & the endpaint with Gel Clot U.S. Reference Lysate Lot #: 5

y ntertering substances was deronsirated by acoaptable spike recovery in the range

7
q/ (e . i
,Jz&Zé_/ML__Dare: A3 ungo s

Date: T3y AW

__ DiAMNAA

Charles River Laboraories, |z,
1023 Wappoo Road, Suite 43-8
Charleston 5C 20407

-

The user of s document is espons ible to canfim thal this Gertficate malches the product of intarest

T

charles river

CERTIFICATE OF ANALYSIS

VIAL CONTENTS: Endosate® Control Standard Endotoxin Is prepared from £, cofi sirain 055:05. Each vial
conains 10 ng of purified Lipopolysaccharide, freeze dried in a stabilized matrix.

RSE/CSE RATIO: The potency of this standard in Endofoxin units, (EU) has been determined to be

45 ____FEUMg by the melnod formerly described in Appendix G (Gel-clot Technique) of the
GUIDELINE ON_VALIDATION OF THE LIMULUS AMEBOCYTE LYSATE TEST AS AN END PRODUCT
ENDOTOXIN TEST FOR HUMAN AND ANIMAL PARENTERAL DRUGS, BIOLOGICAL PRODUCTS, AND
MEDICAL DEVICES, published by the 1., Food and Diug Administratlon.

CSE Lot: EX54652 CSE Exp. Date: Mar 2018
LAL Reagent Lot G4861L _ LAL Exp. Date: Feb 2019
RSE Lot HOK354 RSE/CSE Rati 15 EU/ng Vial contents: 150 EUMial

ic Mean ity with RSE:

{' 125 |  EUmL

ISICSE RATIO: The Expert Commitiee on Biological Slandardization of WHO has assigned a potency of the IS as
10,000 1 per vial of IS, so that 1 I/ = 1 EU. The potency of this endatexin standard in International (Endotoxin}
Units, IU, has been designaledas __ 15 [Uing.

grade waler fo oblain __EUMmbLor__20  |UMml. Vorex mix vigorously for at feast 5 minutes after

DIRECTIONS FSE: the ilized material with 15 mbL of LAL reagent
rehydration, and for at least 1 minute immediately prior to each use.

STORAGE: Slore rehydrated material at 2-8°C for up lo 4 weeks. Store lyophilized material at controfied room
temperature or refrigerated as preferred. Diluted endotoxin should not be stored excepl under validated canditions.

CAUTION: DO NOT FREEZE ENDOTOXIN SOLUTIONS

Frepared By: Mf{;m/

\

Quality Reviewed By: M

ya v

Date:_\4 Qot 2o
Date: |9 0ct 2005

CA-GC10-05

1623 Wappoo AD Suile 43-8, Charleston, SC 29407 » 843-402-4900 = Fax: 843-766-7576 « www criver.com

Endosate®
LAL Reagent Water (LRW)
Certificate of Quality

ollowing test specifications: |

by Qual
Erdeicx <8001 U
Interfarecs Tess Rasult [’ass. !
Explation Date. ____ Jul2076 !
Qualified Anayst_ (g Pate_ g, )
g

e 1% T

Reviewed 3y

Charlas River | aborateries, Inc
1023 Wappco Roac, Stite
Charleston, SC 2940/ USA J !

005
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