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Lamesure d’endotoxines réalisée historiquement à partir
de sang de limule (arthropodemarin) tend doucement vers
sa substitution par des réactifs synthétiques. Leur utilisation
a été récemment autorisée par la pharmacopée
européenne et américaine.

ENDOTOXINES

Les tests s’affranchissent
du recours à l’animal

Destestspyrogènes interditsdepuis juillet2025par laCom-
mission Européenne de la Pharmacopée en faveur du bien-
êtreanimal.«Etpuisdans lesannées50,ons’estaperçuque
le sang de limule, un arthropodemarin souvent comparé à
uncrabe, gélifiait au contact de cesendotoxines», complète
Christian Poinsot. Cette méthode, moins impactante pour
l’animal, consiste à ponctionner 10 à30%deson sang avant
de le remettre à l’eau. Laméthodeprovoque cependant une
mortalité importante chez ces arthropodes, de l’ordre de 5
à 20 %, posant ainsi de nouveaux problèmes éthiques. En
effet, deux des quatre espèces de limule ont été placées
dans la liste rouge des espècesmenacées de l’Union inter-
nationale pour la conservation de la nature (UICN) en raison
de leur surexploitationpour l’alimentation, la recherchebio-
médicaleet de la destructionde leur habitat.

Une nouvelle méthode calquée sur l’ancienne
Depuis les années 70, l’hémolymphe de limule est utilisée
pourproduire le réactif Lysatd’AmoebocytedeLimule (LAL)
qui déclenche, en présence d’infimequantité d’endotoxines
bactériennes, une série de réactions enzymatiques (proen-
zyme, protéine coagulogène). « Les premiers tests avec
le sang de limule consistaient à prendre un tube à essai, à
y mettre le liquide à tester, puis le réactif et attendre une
heure. Si le fond du tube était gélifié et avait changé de cou-
leur, celamontrait la présence d’endotoxine », décrit Chris-
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L’analyse
des endotoxines
continue
d’évoluer.

L
orsqu’elles entrent dans l’organisme, les endo-
toxines - composants de la paroi cellulaire des
bactéries Gram négatif - ont un effet sur le sys-
tème immunitaire pouvant provoquer de graves
réactions inflammatoires, commedelafièvre,un

choc septique, voire lamort. Pour cette raison, il est impor-
tantquecesbactéries,égalementappelées lipopolysaccha-
rides (LPS), ne soient pas présentes dans les produits phar-
maceutiques injectables et les dispositifs médicaux, ainsi
que lesmatières premières telle l’eau pour les préparations
d’injectableset lesconteneursprimairesutiliséspour lapro-
duction. Pour vérifier leur absence, l’industrie pharmaceu-
tique utilise différents tests en laboratoire. Réalisés à l’ori-
ginesur l’animal, ils tendent désormais àêtre remplacéspar
des alternatives synthétiques pour des raisons éthiques et
de disponibilité de la ressource. « À l’origine, le test de ces
endotoxines était réalisé sur les lapins », rappelle Christian
Poinsot, fondateuret conseiller scientifiquedugroupe Icare.
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Une autorisation récente
LaCommission
européennede
Pharmacopée (EPC) a
validé officiellement
en juillet 2020
l’utilisation de la
méthodedu facteur C
recombinant (rFC)pour
la quantification des
endotoxines produites
par des bactéries
gram-négatives
avec détection par
fluorimétrie. Elle
est suivie quelques
années plus tard,
enmars 2025, par
la pharmacopée

desEtats-Unis.
Cependant,« la
situation n’est pas
encore stabilisée dans
des pays comme la
Corée, le Japonet la
Chine, où des textes
sont en discussion,
mais leur publication
pourra encore prendre
des années», ajoute
Michael Reynier, vice-
président senior de
la franchise contrôle
pharmacologique chez
Biomérieux. Deplus,
« la norme ISO 11737-
3, dont le comité de

pilotage se situe aux
Etats-Unis, indique
que le facteur rFCne
s’appliquepas aux
dispositifsmédicaux,
probablement en
raison du lobbying
departies prenantes
ayant intérêt à
retarder l’utilisation
du facteur rFC»,
commenteChristian
Poinsot.«Cependant,
denouveauxprojets
arrivent pour autoriser
sonutilisation,mais la
normalisationprend
beaucoupde temps.»

ments sont rentabilisés enmoins d’un an. »Une rentabilité
calculée sur le coût total d’utilisation, comprenant le réac-
tif, le nombre de pipetage à réaliser, le temps de réalisation,
le nombre de tests invalides et le gain de temps induit par
l’automatisation. De plus, « avec l’évolution extrêmement
rapidedesmodalités thérapeutiques, comme lesARNmes-
sagers ou les thérapies cellulaires géniques, il y a beaucoup
decomplexitéadditionnelledans lecontrôlequalité», ajoute
Michael Reynier.«Dans le cas des thérapies cellulaires gé-
niques, quelques jours comptent et on travaille avec nos
clientspour réduire cette complexitéet leur fairegagner ces
jours. »

Une lente adoption des nouvelles méthodes
Pour lemoment, les efforts sont focalisés sur le facteur rFC.
«Nousavonsdéjàbeaucoupdetravaildeconversionàréali-
serpourfaciliter l’adoptiondelatechnologierecombinante»,
confieMichael Reynier.«Mais une fois laméthodeadoptée,
il y aura encore des innovations à apporter sur la nature des
capteurs utilisés, lamanière dont on les positionne, dont on
automatise… ». Sachant que l’implémentation d’une nou-
velle technologie peut prendre jusqu’à 10 ans, « il n’y a pas
beaucoup de valeur à nous positionner tous les trois ans sur
quelque chose de nouveau. Nous investirons dans la pro-
chaine technologie qui nous paraîtra véritablement stable
et qui apportera suffisamment d’amélioration, de simplifi-
cation, de rapidité et de réduction de coût, lorsque le niveau
dematuritéserasuffisant», ajoute-t-il.Aujourd’hui, lesdeux
méthodes cohabitent car le sang de limule n’est pas inter-
dit. Il représentemême lagrandemajoritédes tests actuels.
« Nous sommes dans une période intermédiaire, mais on
tend vers l’arrêt d’utilisation du sang de limule », affirme
ChristianPoinsot.«Mais il faut rappeler que les tests sur les
lapinsviennent tout justed’être interditsalorsque lesangde
limuleestentrédans lapharmacopéedans lesannées90. Il
va se passer encore un certain nombre d’années avant que
le sangde limule soit interdit », projette-t-il.

SÉVERINE FONTAINE

tianPoinsot.Lestestsactuelsbaséssur lesangdelimuleont
été légèrement modifiés « en greffant des substrats colo-
rés qui se révèlent en cas de gélification, afin de déduire par
spectroscopie la concentration d’endotoxines en fonction
de son changement de couleur à partir d’une gamme éta-
lon. »Depuis quelques années, les industriels proposent de
nouvellesméthodes alternatives basées sur lemêmeprin-
cipe que le test classique : le facteur C recombinant (rFC) et
la recombinante (rCR), qui utilisent des techniques de fluo-
rescence et de chromogénie, dérivées des séquences gé-
nétiques de facteurs trouvés dans la limule. « Le facteur C
recombinant que l’on utilise est la première étape de la cas-
cade recombinante, unensemblede réactifs issusde labio-
production qui réplique aussi fidèlement que possible l’en-
semble de la chaîne immunitaire employé par le sang de
limule » détaille Michael Reynier, vice-président senior de
la franchise PharmaQuality Control chez Biomérieux.«On
copie la nature car cela fonctionne très bien ! » Et même
mieux : ils nécessitent moins d’étapes, en utilisant desmi-
croplaquespré-enduites, que lesméthodes traditionnelles.

Vers l’automatisation des analyses
En parallèle, les industriels développent des technologies
d’automatisationdecestestsafinderépondreaumanquede
main d’œuvre, et permettre un gain de productivité dans la
préparation d’échantillons et de réalisation des
tests.«Ilssonthabituellementréalisésmanuel-
lement, ce qui implique de la variabilité dans la
qualitéoul’homogénéitédupipetage»,explique
Michael Reynier. « L’automatisation permet de
réduirede10%leserreursetd’augmentersensi-
blement lenombredetests réalisésparuntech-
nicien», chiffre-t-il. Biomérieuxproposedepuis
plusieurs années une solution d’automatisa-
tion haute cadence, actuellement en phase de
déploiement chez ses clients. L’automatisation
permettrait ainsi, en fonction du volume de test
des laboratoires,«ungaindeproductivitéallant
jusqu’à 50% », affirmeMichael Reynier. « Ce n’est pas une
mesure qui est uniforme, mais globalement pour les gros
sites industriels avec de nombreux tests, les investisse-
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« Nous sommes
dans une période
intermédiaire,
mais on tend
vers l'arrêt
d'utilisation du
sang de limule »,
Christian Poinsot
(Icare)

Avec l’automati-
sation, le

pipetage pourrait
se raréfier.


