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Résumé 

Objectif : Évaluer une méthode de détection des endotoxines dans les préparations stériles à risque élevé, respectant la 
norme 2014.01, dans les départements de pharmacie des centres hospitaliers québécois.

Mise en contexte : Actuellement, il n’existe aucune recommandation claire concernant les méthodes de détection des 
endotoxines dans les départements de pharmacie des centres hospitaliers du Québec. Les échantillons à analyser sont 
parfois envoyés à l’extérieur de l’hôpital dans des laboratoires publics et privés.

Résultats : Il est possible de commander des ensembles de détection d’endotoxines à base de lysat d’amibocyte de limule, 
communément appelés épreuve biologique par gel coagulé ou « gel clot assay ». Une fois validés par différentes méthodes, 
ces ensembles pourraient être employés dans les installations d’un centre hospitalier afin de détecter la présence 
d’endotoxines. 

Conclusion : Le recours à l’épreuve biologique par gel coagulé pour détecter les endotoxines dans les préparations stériles 
à risque élevé est envisageable dans un centre hospitalier québécois, mais nécessite une méthode rigoureuse et exhaustive.

Mots clés : Endotoxines, lysat d’amibocyte de limule, LAL, épreuve biologique par gel coagulé, préparations magistrales 
et stériles

Introduction

Les endotoxines, un type particulier d’agents pyrogènes, 
constituent un élément de la paroi cellulaire externe de toutes 
les bactéries à Gram négatif. Elles contribuent à l’organisation 
et à la stabilité de la membrane cellulaire1-6. Elles sont 
libérées lors de la division cellulaire ou de la mort cellulaire 
de la bactérie qui mène inévitablement à la rupture de la paroi 
cellulaire externe1-6. Ce pyrogène est composé de trois 
éléments communs : un antigène O, un noyau polysaccharidique 
et un lipide non polaire nommé lipide A2,7. Lorsqu’il est 
présent dans le sang, le lipide A engendre la production de 
cytokines pro-inflammatoires et l’activation de la cascade de 
coagulation8. Une telle réaction peut causer de la fièvre, la 
défaillance de plusieurs organes, une septicémie, un choc 
septique et même la mort.9 Une concentration aussi faible que 
1 ng/kg/h d’endotoxines peut provoquer chez l’homme une 
augmentation marquée de sa température10. 

Hormis quelques exceptions, les techniques de stérilisation 
habituelles ne permettent généralement pas d’éliminer 
totalement les endotoxines présentes a priori dans une 
préparation. Les endotoxines résistent normalement à la 
stérilisation par la chaleur humide et passent au travers de 
la plupart des filtres, y compris le filtre standard de 0,22 
micron utilisé pour la filtration stérilisante en pharmacie 
hospitalière. Il faut également considérer que les méthodes 
de stérilisation menant à la mort des bactéries à Gram 
négatif par bris de la membrane externe libèrent des 
endotoxines. La stérilisation par chaleur sèche constitue un 
moyen efficace de se débarrasser des endotoxines, mais un 
tel processus n’est compatible qu’avec les matériaux et les 
substances résistant à de hautes températures. Par 
conséquent, elle ne peut être utilisée pour les préparations 
médicamenteuses qui présentent généralement des 
contraintes lors de la stérilisation, comme la résistance à la 
chaleur. Pour toutes ces raisons, il est préférable d’utiliser 
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du matériel et des ingrédients exempts d’endotoxines, et de 
confirmer l’absence d’endotoxines tel qu’il est recommandé 
dans la norme 2014.01 de l’Ordre des pharmaciens du 
Québec (OPQ)11.

Selon la norme 2014.01, « un test de stérilité et de contrôle 
d’endotoxines bactériennes doit être effectué pour les 
préparations de produits stériles à risque élevé […] lors : de 
préparations de produits stériles en lots de plus de 25 unités 
identiques; d’un délai d’exposition de plus de 12 heures entre 
2 et 8 °C avant la stérilisation; d’un délai d’exposition de 
plus de 6 heures à une température supérieure à 8 °C avant 
la procédure de stérilisation11 ». Ces tests de stérilité doivent 
également être appliqués pour pouvoir prolonger la date 
limite d’utilisation des produits11. Les échantillons des 
préparations fabriquées en milieu hospitalier faisant l’objet 
d’un contrôle de stérilité peuvent actuellement être envoyés 
au Laboratoire de santé publique du Québec (LSPQ) aux fins 
d’analyse. Au Québec, c’est un des laboratoires publics 
faisant de telles analyses. Il existe néanmoins de nombreux 
laboratoires privés offrant ce service. Des recherches ont 
été entamées af in d’évaluer différentes méthodes de 
détection des endotoxines pouvant être uti l isées au 
département de pharmacie d’un centre hospitalier. 

Les départements de pharmacie des centres hospitaliers du 
Québec sont soumis aux normes de l’OPQ se référant à la 
pharmacopée amér ica ine. L’OPQ n’a émis aucune 
recommandation à l’égard des tests de détection des 
endotoxines. En revanche, Santé Canada considère que les 
méthodes présentées dans les pharmacopées américaine, 
japonaise et européenne, soit l’épreuve biologique par gel 
c oag u lé ,  l ’ épreuve ch romogén iq ue e t  l ’ épreuve 
turbidimétrique, sont interchangeables. En cas de doute, 
c’est l’épreuve biologique par gel coagulé qui doit être 
utilisée pour prendre la décision définitive concernant la 
conformité du produit testé12,13. 

À ce jour, de nouvelles méthodes misant sur les affinités 
chimiques et biologiques des endotoxines ont été mises au 
point pour les détecter dans une quelconque substance7,14. 
Ces méthodes ne seront pas abordées dans le présent article.

Méthode

À partir des recherches précédentes, nous avons fait 
l’acquisition de l’ensemble ToxinSensor, une épreuve biologique 
par gel coagulé de l’entreprise GenScript15. Son principe 
d’utilisation est décrit dans le tableau I. Le matériel nécessaire 
à la réalisation du test est présenté dans le tableau II. Son 
utilisation, synthétisée dans la figure 1, va comme suit : 

1.	 Conditions préalables
a.	 La valeur du pH de l’échantillon doit se trouver entre 

6 et 8. Il est recommandé de l’ajuster avec une 
solution tampon, au besoin. 

b.	 S’ i l  faut d i luer l ’échant i l lon à tester, i l  est 
recommandé de procéder comme l ’indique la 
figure 1. Le facteur de dilution maximal est déterminé 
par la dilution maximale permise (MVD ou maximum 
valid dilution, voir tableau I).

2.	 Préparation du lysat d’amibocyte de limule
a.	 Reconstituer le lysat en y ajoutant 2,2 mL d’eau purifiée 

de lysat.

b.	 Agiter doucement de 3 à 5 fois pour dissoudre le 
réactif et attendre 20 secondes avant l’utilisation.
i.	 Ne pas secouer ni inverser le contenant pour éviter 

la formation de mousse. 
ii.	Le lysat reconstitué se conserve une semaine à 

une température inférieure ou égale à –20 °C. À 
des températures supérieures, il doit être utilisé 
dans les 10 minutes suivant la reconstitution.

3.	 Préparation du témoin positif
Remarque  : Il est recommandé d’utiliser un témoin 
positif dont la concentration d’endotoxines est d’au 
moins 2 λ par rapport à celle de la sensibilité du test 
(p.  ex., si la sensibilité du test est de 0,125 unité 
d’endotoxines  (UE)/mL, la concentration du témoin 
positif doit être d’au moins 0,25 UE/mL)16.
a.	 Reconstituer l’endotoxine étalon avec 1 à 2 mL d’eau 

purifiée de lysat conformément aux instructions 
indiquées sur l’étiquette.
i.	 La concentration de l’endotoxine étalon est inscrite 

sur la bouteille.
b.	 Passer la préparation au vortex pendant au moins 

15 minutes pour obtenir une solution mère.
i.	 Cette solution se conserve jusqu’à 15 jours à une 

température inférieure ou égale à –20 °C.
c.	 Préparer une dilution d’endotoxines avec de l’eau 

purifiée de lysat afin d’obtenir une concentration 
de 2 λ.
i.	 Si plusieurs dilutions sont nécessaires pour 

obtenir une concentration adéquate de l’endotoxine 
étalon, chaque dilution doit être agitée au vortex 
pendant 30 secondes.

ii.	Le facteur de dilution maximal ne doit pas dépasser 
10 fois la concentration de l’endotoxine étalon.

4.	 Préparation du témoin négatif
a.	 L’eau purifiée de lysat peut être utilisée comme 

témoin négatif.
5.	 Méthodologie

a.	 Transférer délicatement 0,1 mL de la solution de lysat 
dans différentes éprouvettes stériles préalablement 
identifiées (témoin négatif, témoin positif et échantillon).
i.	 Chaque préparation doit être faite en double.

b.	 Transférer délicatement 0,1 mL de témoin positif, de 
témoin négat i f (eau pur i f iée de lysat) et des 
échantillons à tester dans les éprouvettes contenant 
le lysat, préparées à l’étape précédente. 

c.	 Boucher les éprouvettes et mélanger délicatement.
d.	 Incuber toutes les éprouvettes à 37 ± 1 °C dans un 

bain-marie (ou tout autre dispositif équivalent, 
comme une étuveuse).

e.	 Ret i rer les éprouvet tes du bain-mar ie après 
60  ±  2  minutes d’incubation. Inverser chaque 
éprouvette et vérifier si un gel s’est formé ou non. 
Remarque : Ne pas secouer vigoureusement pendant 
la vérification, cela pourrait briser le gel coagulé.
i.	 Une réaction positive est caractérisée par la 

formation d’un gel ferme qui reste intact lorsque 
le tube est tourné de 180 °.

ii.	Une réaction négative est caractérisée par l’absence 
de caillot solide. Le lysat peut présenter une 
turbidité ou une viscosité accrue, mais le résultat 
est tout de même considéré comme négatif.

f.	 Calculer la quantité d’endotoxines.
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Tableau I. Épreuve biologique par gel coagulé et ses considérations

Principe du test et 
lysat de limule

L’épreuve biologique par gel coagulé consiste à mélanger des parties égales de lysat de limule et d’échantillon et d’observer s’il se forme un gel et si 
ce mélange reste intact au fond de l’éprouvette lorsqu’elle est inversée de 180 °. Ce résultat signifie que l’échantillon contient au moins suffisamment 
d’endotoxines, selon la sensibilité du test utilisé, pour déclencher une réaction de coagulation et ainsi former un gel. L’épreuve biologique par gel coagulé 
présentent des sensibilités variables, définies par lambda (λ) et allant généralement de 0,03 à 0,25 UE/mLa. Toute autre observation qu’un gel bien 
formé signifie que le test est négatif. Si un doute persiste, il est recommandé d’effectuer le test une seconde fois. 

Endotoxine étalon Selon la pharmacopée américaine, l’endotoxine étalon est une préparation d’endotoxines qui a été normalisée, ou calibrée, contre l’étalon international 
actuel de l’OMS (RSE en UE/mL)29. Bien qu’il ne s’agisse pas d’une exigence, toutes les préparations d’endotoxines distribuées par les fabricants sont 
extraites de diverses souches de E. coli. Les préparations d’endotoxines des épreuves biologiques par gel coagulé sont parfois classées en fonction du 
poids (ng/flacon) des endotoxines, et non de leur activité (UE/mL ou en UE/flacon). À des fins pratiques, la concentration en UE/mL ou UE/flacon doit 
être connue. Ainsi, pour une préparation d’endotoxines exprimée en ng/flacon, un rapport de conversion (UE/ng) doit être déterminé expérimentalement. 

Conditions  
d’utilisation

Les manipulations doivent se dérouler dans des conditions adéquates : 
– Quoiqu’il ne soit pas absolument nécessaire d’utiliser une hotte à flux laminaire, il est déconseillé d’effectuer le test sous une bouche d’aération 
ou dans un endroit poussiéreux ou sale. L’utilisation d’une hotte à flux laminaire peut réduire le risque de contamination lors du test.  
– L’expérience doit être exécutée avec le matériel nécessaire par un personnel qualifié et formé conformément à la norme 2014.01 de l’OPQ ou à celles 
de la Société canadienne des pharmaciens d’hôpitaux.  
– Les manipulations doivent se faire dans un délai de 5 à 10 minutes avec un nombre d’échantillons adéquat.

Limite d’endotoxines 
permises

Il est également nécessaire d’avoir préalablement déterminé la limite d’endotoxines permises de chacune des préparations à tester. La limite d’endotoxines 
des médicaments pour injection se trouve généralement dans la monographie de la pharmacopée américaine et se calcule à l’aide de l’équation :  

b.

Dilution maximale 
permise ou MVD

La limite d’endotoxines permet, entre autres, de calculer la dilution maximale permise, ou MVD, selon l’équation suivante :

La dilution maximale permise est celle pour laquelle la limite d’endotoxines de l’échantillon est détectable. Lors des dilutions de l’échantillon, il est 
conseillé d’utiliser un rapport inférieur ou égal à la dilution maximale permise du produit, sans quoi le test ne sera pas concluant.

Par exemple, pour un ensemble d’épreuve biologique par gel coagulé dont la sensibilité est de 0,125 UE/mL et un produit injectable dont la limite permise 
d’endotoxines est de 30 UE/mL, la dilution maximale permise se calcule comme suit : 

Ainsi, il faut éviter de diluer une partie d’échantillon dans plus de 240 parties d’eau purifiée de lysat, communément abrégé en LRW pour « LAL 
Reagent Water », afin d’obtenir un résultat concluant. Il pourrait être nécessaire de diluer les échantillons soumis à une évaluation afin de diminuer les 
interférences avec le lysat. Ces dilutions sont parfois de 1:10 000 environ. 

La FDA recommande idéalement de tester les produits thérapeutiques sans dilution préalable tant qu’il n’y a pas d’agents interférents13.

pH Les échantillons, une fois dilués comme il se doit et mélangés au lysat, doivent également présenter un pH se situant entre 6 et 8, sauf indication 
contraire du fabricant16. Il est donc généralement nécessaire de mesurer le pH du mélange échantillon:lysat à quelques reprises lors des manipulations. 
Autrement, une solution tampon doit être ajoutée au mélange. 

Test d’interférence La réaction enzymatique du lysat étant très sensible, il faut s’assurer que l’échantillon de la solution à tester est compatible avec le lysat et qu’il y a 
absence d’interférence16. La procédure de détection des interférences doit être appliquée antérieurement au test de détection des endotoxines, lorsqu’un 
nouvel échantillon est analysé et lorsque toute condition susceptible d’influencer le résultat du test change16. 

Par exemple, l’une des principales craintes d’interférence est l’activation du facteur G de la cascade de coagulation par les (1→3) — ß — D-glucanes, 
un composant majeur de la membrane cellulaire des pyrogènes7,24. La réaction de coagulation enclenchée par les (1→3) — ß — D-glucanes conduit au 
même produit final que celui des endotoxines. 

Abréviations : FDA : Food and Drug Administration; MVD : maximum valid dilution; OMS : Organisation mondiale de la Santé; OPQ : Ordre des pharmaciens du Québec; UE : unité d’endotoxines; 
USP : United States Pharmacopeia; RSE : reference standard endotoxin
a 1 UE est égale à l’activité de 0,1 ng d’endotoxines de E. coli
b Dans cette équation, « K » est défini comme le seuil maximal tolérable d’endotoxines par kilogramme de poids corporel et équivaut, à quelques exceptions près, à 5 USP-UE/kg, et « M » 
représente la dose maximale recommandée en bolus du produit à injecter par kilogramme de poids corporel16. S’il s’agit d’une préparation comportant différents ingrédients, il suffit 
d’additionner les différentes limites d’endotoxines de chacun de ces ingrédients
c Lambda, équivaut à la sensibilité du test en UE/mL

i.	 La quantité d’endotoxines dans un échantillon 
positif est égale ou supérieure à la sensibilité de 
détection λ du test utilisé (ici ToxinSensor). Si une 
dilution de l’échantillon a été effectuée, elle doit 
être prise en compte dans l’interprétation du 
résultat (pour une dilution de 1: 200 p. ex., la 
quantité d’endotoxines dans l’échantillon positif 
est égale ou supérieure à 200 fois la sensibilité de 
détection λ du test utilisé).

ii.	Da n s  l ’ é cha nt i l l on  négat i f ,  l a  q u a nt i t é 
d’endotoxines est inférieure à la sensibilité de 
détection λ du test. Si une dilution de l’échantillon 
a été effectuée, elle doit être prise en compte dans 
l’interprétation du résultat (pour une dilution de 
1:200 p. ex., la quantité d’endotoxines dans 

l’échantillon négatif est inférieure à 200 fois la 
sensibilité de détection λ du test utilisé).

6.	 Validation des résultats et entreposage des données
a.	 Il est primordial de valider les résultats du test 

effectué. Les préparations du témoin négatif doivent 
tester négativement alors que les préparations du 
témoin positif doivent tester positivement (formation 
d’un gel) afin que le test soit valide.
i.	 Des tests supplémentaires de validation de la 

méthode utilisée sont parfois recommandés et sont 
spécifiques à chacun des fabricants.

b.	 Tous les résu l tat s doivent êt re documentés 
conformément aux modes opératoires normalisés en 
vigueur, aux bonnes pratiques de documentation et/
ou aux politiques et aux méthodes du département.  
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Tableau II. Principaux agents requis pour l’épreuve biologique par gel coagulé

Matériel Inclusa

Préparation de lysat 
de limule ou LAL

Oui Dans le test ToxinSensor : flacon à reconstituer.

La préparation de lysat peut se présenter sous forme de solution mère à reconstituer (lysat lyophilisé dans une bouteille) ou en 
format individuel dans des éprouvettes à reconstituer (lysat lyophilisé dans une éprouvette).

La sensibilité du test est définie par lambda (λ). 

Endotoxine étalon Oui La préparation d’endotoxines utilisée dans les ensembles est qualifiée d’endotoxine étalon ou CSE.

Certains fabricants ne fournissent pas d’emblée l’endotoxine étalon avec le test utilisé.

Eau purifiée de lysat 
ou LRW

Oui L’eau purifiée de lysat, ou LRW, est une eau dépourvue d’endotoxines et compatible avec les autres ingrédients nécessaires au test. 

Il est possible d’utiliser une eau stérile autre que celle du fabricant, mais des tests de validité doivent être effectués afin d’établir la 
compatibilité entre chacun des produits. 

Certains fabricants ne fournissent pas d’emblée l’eau purifiée de lysat dans le test utilisé.

Plateau d’incubation Oui

Embouts de pipettes 
dépourvues d’endotoxines

Oui Dans le test ToxinSensor : volumes de 0,2 mL et de 1,0 mL

Certains fabricants ne fournissent pas d’emblée les embouts de pipettes stériles dans le test utilisé.

Éprouvettes dépourvues 
d’endotoxines

Oui Certains fabricants ne fournissent pas d’emblée les éprouvettes stériles dans le test utilisé.

Solution tampon Non Par exemple : NaOH ou HCl 

N’est généralement pas fourni dans l’ensemble. 

Bloc chauffant ou 
bain-marie

Non L’outil utilisé doit permettre de régler la température à 37,0 ± 1,0 °C pendant toute la durée du test.

Mélangeur vortex Non

Abréviations : CSE : control standard endotoxin ou endotoxine étalon; LAL : lysat d’amibocyte de limule; LRW : LAL reagent water ou eau purifiée de lysat
a Il s’agit des agents inclus dans l’ensemble ToxinSensor obtenu du fabricant Genscript

Discussion

Il existe présentement sur le marché différents ensembles 
permettant de détecter les endotoxines dans diverses 
préparations. La plupart de ces ensembles reposent sur une 
réaction de coagulation se produisant dans le sang bleu de 
la limule (Limulus polyphemus), une sorte de crabe présent 
principalement sur les côtes américaines4,7,14,17. Les 
amibocytes sont des cel lu les sanguines de Limulus 
polyphemus qui permettent de produire le lysat d’amibocyte 
de limule, un extrait aqueux de ces cellules sanguines18. Le 
lysat coagule en présence d’une quantité suf f isante 
d’endotoxines. Pour cet te raison, le sang du l imule 
est prélevé et traité. 

Un test qual itat i f a ainsi été créé af in de constater 
visuellement la formation d’une coagulation lorsqu’une 
quantité suffisante d’endotoxines est mélangée au lysat de 
limule. Il s’agit de l’épreuve de biologique par gel coagulé. 
Plusieurs fabricants distribuent ce genre de tests : Lonza 
(Pyrogen), Charles River (EndoSafe), GenScript (ToxinSensor) 
et Associates of Cape Cod (Pyrosate Kit)19-22. Cette épreuve 
est d’ailleurs de 3 à 300 fois plus sensible que la méthode 
privilégiée précédemment, soit le test de recherche des 
pyrogènes chez le lapin (« Rabbit Pyrogen Test »)18,23. Le 
« Rabbit Pyrogen Test » consistait à injecter une préparation 
à des lapins, puis à noter la présence d’une augmentation 
de température, le lapin présentant une sensibilité similaire 
à celle de l’humain aux endotoxines18.

Autres méthodes de détection des endotoxines 

Une optimisation de l’épreuve biologique par gel coagulé a 
mené à la création de tests quantitati fs nécessitant 

l’utilisation d’un spectrophotomètre. Il s’agit de l’épreuve 
turbidimétrique et de l ’épreuve chromogénique. Ces 
méthodes, tout comme l’épreuve biologique par gel coagulé, 
reposent sur la réact ion enzymat ique des cel lu les 
d’amibocytes lorsqu’elles sont exposées à des endotoxines7,14. 
L’épreuve chromogénique nécessite la modification du lysat 
de limule. Un substrat naturel, le coagulen, est ainsi 
remplacé par un substrat chromogène ou coloré. Lorsqu’il 
est activé par la réaction enzymatique, ce nouveau substrat 
dans la suspension l ibère une molécule chromogène 
mesurée par spectrophotométrie (voir figure 2)7,24. L’épreuve 
turbidimétrique permet plutôt d’observer la turbidité de la 
solut ion7,24. Les taux de turbidité et de changement 
d’absorbance sont proportionnels à la concentration 
d’endotoxines. À l’aide de ces nouvelles techniques, il est 
donc possible de quantifier les endotoxines présentes dans 
une préparation selon la turbidité de la préparation ou son 
caractère chromogène. Lonza (PYROGENT-5000 Kinetic 
Turbidimetric LAL Assay, Kinetic-QCL Kinetic Chromogenic 
LAL Assay), Charles River (Endochrome-K, KTA), Associates 
of Cape Cod (Pyrotell-T, Pyrochrome) fournissent tous ce 
genre d’ensemble19,20,22. 

L’épreuve turbidimétrique et l’épreuve chromogénique sont 
plus précises et plus sensibles que l’épreuve biologique par 
gel coagulé, mais nécessitent l’utilisation d’appareils plus 
sophist iqués, comme un spectrophotomètre, et une 
validation annuelle de l’équipement. De plus, les ensembles 
pour ces techniques coûtent généralement plus cher que 
ceux de l’épreuve biologique par gel coagulé. Toutefois, ils 
demandent moins de manipulations et permettent d’obtenir 
un résultat plus rapidement14,17,19,20,22. Comme nous l’avons 
mentionné précédemment, ces techniques sont acceptées 
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Figure 1. Manipulations nécessaires au déroulement de l’épreuve biologique par gel coagulé 
Abréviations : LAL : lysat d’amibocyte de limule, CSE : endotoxine étalon, TN : témoin négatif, TP : témoin positif, ÉCH : échantillon
Légende : Le triangle représente la préparation de lysat, le losange, celle d’endotoxines et les carrés, différentes préparations à tester.
A. Au besoin, l’échantillon à tester doit préalablement être dilué. Les ratios recommandés dans la figure peuvent être utilisés en guise de repère
B. Afin de procéder aux manipulations, les préparations de lysat et d’endotoxine étalon doivent être reconstituées avec de l’eau purifiée de lysat. 
Une concentration de 2 λ doit être obtenue pour la préparation de l’endotoxine étalon
C. Différentes préparations seront testées (témoin positif, témoin négatif et échantillon). Il est donc recommandé d’identifier chaque éprouvette. 
Les préparations doivent être testées en double (X2). Lorsque chacune des préparations est mélangée à un volume constant de lysat, les 
éprouvettes doivent être mises dans un bain-marie (ou dispositif équivalent) à température appropriée pendant 60 minutes
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par Santé Canada qui, actuellement, n’exige pas la validation 
des utilisateurs12,13. Les recommandations actuelles de la 
pharmacopée américaine sont toutefois de confirmer au 
besoin les résultats d’une épreuve turbidimétrique ou d’une 
épreuve chromogénique à l’aide de l’épreuve biologique par 
gel coagulé qui reste l’épreuve de référence. 

Outre les contraintes découlant des techniques précédentes, 
la surpêche et la collecte de sang présentent une menace pour 
la population de limules25. Bien que les limules soient 
renvoyées à la mer après l’extraction d’un volume de leur sang, 
environ 20 % d’entre elles ne survivent pas26. C’est pourquoi 
une nouvelle méthode a été mise au point, celle du facteur C 
recombinant. Ce test repose sur le même principe que les 
méthodes précédentes, mais remplace le sang de limule par 
un facteur de coagulation, le facteur C, qui peut être 
complètement synthétisé en laboratoire. Contrairement aux 
autres techniques, le test du facteur C recombinant ne 
présente pas de risque pour la faune. Cette méthode ne fait 
pas partie des recommandations actuelles, mais plusieurs 
études en ont établi la supériorité, ou du moins son 
équivalence, par rapport à l’épreuve biologique par gel 
coagulé27,28. En 2014, la Direction européenne de la qualité du 
médicament et des soins de santé a révisé les lignes directrices 
sur l’utilisation d’ensembles pour la détection d’endotoxines 
bactériennes qui comprennent dorénavant le facteur C 
recombinant comme solution de rechange au lysat de limule28.

Conclusion 

L’épreuve biologique par gel coagulé constitue un moyen 
relativement simple, rapide et accessible de détecter les 
endotoxines dans les préparations magistrales stériles à 
risque élevé dans les départements de pharmacie des 

centres hospitaliers du Québec. C’est une solution de 
rechange intéressante à l’envoi des échantillons à l’extérieur 
des hôpitaux aux fins d’analyse. Cependant, elle requiert 
une méthode rigoureuse, une validation et un protocole 
exhaustif pour être conforme. 

L’industrie pharmaceutique est soumise à des normes 
claires et précises, alors que les normes que doivent 
respecter les départements de pharmacie des centres 
hospitaliers québécois manquent quelques fois de clarté. 
Néanmoins, certains centres hospitaliers québécois ont 
intégré dans leur milieu une méthode de détection des 
endotoxines. Ainsi, l’Hôpital général juif est un précurseur 
dans l’intégration et l’utilisation de l’épreuve biologique par 
gel coagulé au département de pharmacie. C’est un pas vers 
l’intégration de méthodes de détection dans les départements 
de pharmacie des centres hospitaliers du Québec. 
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Figure 2.  Cascade de coagulation de l’épreuve biologique par gel coagulé (gauche), de l’épreuve turbidimétrique (centre) et de l’épreuve 
chromogénique (droite)7,24

Légende : La cascade de coagulation présente dans le sang de limule est déclenchée par des endotoxines. L’élément clé de cette cascade est le 
facteur C. La même cascade peut s’enclencher à partir du facteur G, un facteur interférent
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Abstract

Objective: To evaluate a method for detecting the presence of endotoxins in high-risk sterile preparations, in accordance 
with standard OPQ 2014.01, in Quebec hospital pharmacy departments. 

Background: Currently, there are no clear recommendations regarding detection methods of endotoxins in Quebec 
hospital pharmacy departments. Samples for analysis are sometimes sent outside the hospital to public and 
private laboratories. 

Results: Endotoxin detection kits based on limulus amebocyte lysate, commonly called gel-clot assays, can be ordered. 
Once validated with various methods, these kits could be used in a hospital’s facilities to detect the presence of endotoxins. 

Conclusion: The use of gel-clot assays to detect endotoxins in high-risk sterile preparations is feasible in Quebec’s 
hospitals but requires a rigorous, thorough method.

Keywords: Compounded and sterile preparations, endotoxins, gel-clot assay, LAL, limulus amebocyte lysate


