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Endotoxines
en milieu de travail

Les endotoxines sont des composants des parois des bactéries Gram négatif. Elles sont connues surtout en santé
publique en raison des effets toxiques déclenchés lors des infections graves a bactéries Gram négatif ou lors

de l'utilisation de produits médicaux contaminés (soluté de perfusion, liquide de dialyse...).

Les effets sur la santé lors des expositions professionnelles sont de mieux en mieux connus.

Cet article fait le point sur les endotoxines, leurs effets sur la santé et les différentes méthodes de dosage.

Les risques inhérents aux endotoxines en milieu de travail et leur prévention, ainsi que la théorie dite
« hygiéniste », seront abordés dans un deuxieme article a paraitre dans un prochain numéro de la revue
Documents pour le Médecin du Travail.

En résumé

Les endotoxines, composants de la paroi des bactéries
Gram négatif, sont libérées lors de la lyse de ces bactéries. Elles
sont responsables des manifestations systémiques, telles qu’un
choc septique, lors des infections a ce type de bactéries. Les i-
popolysaccharides, éléments biologiquement actifs de ces en-
dotoxines, ont des actions sur le systétme immunitaire, la
coagulation et 'inflammation. Les endotoxines sont également
impliquées dans la survenue d’un syndrome de détresse respi-
ratoire aigué (SDRA) et de certaines maladies hépatobiliaires.

Leur présence dans les atmospheres de travail, évoquée
par B. Ramazzini des 1713, a été confirmée au milieu du
vingtieme siecle. Bien qu'il ne soit pas d’une pratique cou-
rante, le mesurage des endotoxines dans les bioaérosols se
développe peu a peu. La contamination par voie respiratoire
en milieu professionnel est a l'origine de toux, dyspnée,
asthme souvent associé a un état fébrile.

es endotoxines (du grec : en-
don = intérieur et toxicon =
poison), composants de la pa-
roi des bactéries Gram négatif,
sont des substances biolo-
[qi ues toxiques (toxines) libérées lors de
a lyse de ces bactéries et, 2 un moindre

degré, lors de leur multiplication. Dans un

contexte d'infection, elles peuvent provoquer des
symptdmes variés, allant d'une figvre accompagnée de

frissons jusqu'au choc toxique. En outre, les endo-
toxines forment un bouclier rigide autour des bactéries
qui les produisent, empéchant ainsi de nombreux anti-
biotiques d’atteindre leur cible.

Les bactéries sont dites « Gram négatif » quand elles
ne fixent pas la coloration mise au point par le physicien
danois Gram . Ces bactéries Gram négatif

La coloration de Gram [1]

Depuis la découverte de Gram, le monde des bactéries
se divise en 2 : les bactéries Gram négatif qui se colorent
en rouge-orange et les bactéries Gram positif qui appa-
raissent en violet.

La coloration de Gram comprend plusieurs étapes : co-
loration par le violet de gentiane, mor¢andage au lugol (so-
lution d’iode iodo-iodurée), décoloration rapide a I'alcool
et recoloration a la safranine ou a la fuchsine.

Les deux premieres étapes colorent en violet le
contenu de la bactérie. Le violet de gentiane se fixe sur les
composants cytoplasmiques de toutes les bactéries. Le lu-
gol permet de fixer cette coloration interne. La troisiéme
étape est un lavage a l'alcool. Les bactéries qui sont dites
« Gram négatif » ont une paroi riche en lipides mais pau-
vre en peptidoglycanes. Cette paroi laisse passer I'alcool
qui décolore le cytoplasme en éliminant le violet de gen-
tiane. Au contraire, la paroi des bactéries « Gram positif »
est composée d’'une importante couche de peptidogly-
canes. De ce fait, elle est plus épaisse et constitue une bar-
riére imperméable a I'alcool. Ces bactéries restent donc
colorées en violet.
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sont présentes partout dans l'environnement. Dans
l'eau stagnante, en milieu naturel ou anthropique (sys-
teme de chauffage, de ventilation, d’humidification),
elles se multiplient rapidement. Certaines ne requierent
que trés peu de besoins nutritifs, par exemple Pseudo-
monas, Enterobacter et Klebsiella spp n'ont besoin que
des quelques traces de sels minéraux présents dans I'eau
du robinet pour croitre et se multiplier.

Du fait de l'omniprésence des bactéries Gram négatif,
les endotoxines sont elles aussi présentes partout dans
l'environnement, notamment en raison de la présence de
bactéries Gram négatif dans le tube digestif et les feces de
tous les animaux, y compris des plus petits insectes.

De nombreux secteurs professionnels sont concernés :
monde agricole, premiere transformation des fibres végé-
tales (coton, lin, chanvre, sisal...) et de la laine, travail dans
les égouts, traitement des déchets, station de traitement
des eaux usées, compostage mais aussi travail dans des lo-
caux pourvus d’humidificateurs ou de climatiseurs... Bien
qu'il ne soit pas d'une pratique courante, le mesurage des
endotoxines dans les bioaérosols se développe peu 2 peu,
ce qui devrait permettre de mieux caractériser les exposi-
tions professionnelles.

Leurs effets sur la santé en milieu professionnel sont
variés. Le plus connu est l'effet pyrogene apres une ex-
position aigué intense mais les endotoxines peuvent
aussi étre a l'origine de symptomes respiratoires comme
toux, dyspnée, asthme. Une exposition brutale et tres
intense peut conduire 2 un syndrome toxique des pous-
sieres organiques (ou ODTS pour Organic Dust Toxic
Syndrom) apparaissant quelques heures apres I'exposi-
tion et associant pic fébrile, courbatures, sensation d’op-
pression respiratoire sans aucun signe a l'auscultation, le
tout disparaissant en 24 a 48 heures sans séquelle. Une
exposition chronique ou trop souvent répétée peut
conduire a linstallation d’'une bronchopneumopathie
chronique obstructive pouvant évoluer vers une insuffi-
sance respiratoire.

Paradoxalement, ces mémes endotoxines renfor-
cent les défenses naturelles de 'organisme contre les
bactéries, les virus et les cellules cancéreuses. Certains
biologistes pensent que l'exposition a ces molécules
pendant la petite enfance est essentielle pour le déve-
loppement et le fonctionnement du systéme immuni-
taire chez 'homme.

Données historiques

En 1713, Ramazzini (1633-1714), médecin italien
considéré comme le précurseur voire le pere de la mé-
decine du travail [2], décrit dans son ceuvre « De mor-
bis artificum diatriba » les symptdmes pulmonaires aigus
consécutifs a I'inhalation de poussieres contenant des

débris végétaux chez les ouvriers des filatures de coton.
« La poussiére dcre et nuisible qui voltige des matiéres qu'ils
manient, pénétrant par la bouche et le gosier dans les pou-
moms, excite chez ces ouvriers une toux continuelle et les
conduit peu & peu & une affection asthmatique. »

Ces symptdmes ont depuis été régulierement dé-
crits et sont classiquement observés le jour de la reprise
du travail (le plus souvent le lundi soir) et augmentent
pendant toute la semaine. Une amélioration des symp-
témes apparait lors des week-ends ou des vacances et
la reprise du travail entraine une rechute. L'ensemble
de ces symptomes est regroupé sous le terme de byssi-
nose, du grec bussos qui signifie « coton » ou de I'égyp-
tien bysan qui signifie « petites fibres ».

Laventure des endotoxines commence réellement
vers la fin des années 1870, peu aprés que Koch eut
proposé dans ses postulats que chaque maladie infec-
tieuse est provoquée par un micro-organisme

. En France, en Allemagne, aux Etats-Unis et dans
quelques autres pays, des chercheurs de différentes dis-
ciplines découvrent que les bactéries exercent souvent
leur pouvoir pathogene en produisant des toxines. Ils
isolent d'abord les exotoxines, sécrétées par de nom-
breuses bactéries comme celles responsables de la
diphtérie, du tétanos et du botulisme. On sait au-
jourd’hui que la plupart des exotoxines sont des pro-
téines mais, au XIX¢ siecle, elles n'étaient identifiées
que grace 2 leur inactivation par la chaleur.

En 1892, Pfeiffer, un éleve de Koch, travaille sur le
vibrion cholérique, agent du choléra. Il remarque que
ce vibrion synthétise non seulement une exotoxine
thermolabile mais aussi une substance thermorésis-
tante qui n'est libérée que lors de la lyse du vibrion. Les
toxines thermorésistantes étaient déja connues, mais
Pfeiffer est le premier a remarquer qu'elles ne sont pas
sécrétées par les bactéries. Pfeiffer suppose alors que
cette toxine thermorésistante se trouve a l'intérieur de
la bactérie et la nomme « endotoxine » [3].

ENCADRE 2
Le postulat de Koch

Lagent supposé étre responsable d’'une maladie doit
répondre aux conditions suivantes :

I. étre retrouvé chez tous les individus atteints de la
maladie ;

2. pouvoir étre cultivé en laboratoire ;

3. induire la méme maladie lorsqu'il est inoculé a un
organisme sain de la méme espéce que I'organisme dont il
provient (ou d’une espéce proche, humains et primates
par exemple) ;

4. étre retrouvé dans l'organisme expérimentalement
inoculé et reconnu comme identique 2 |'agent causal origi-
nal suspecté.



A la méme époque, Centanni, 2 Bologne, travaille
sur Salmonella typhi, bactérie responsable la fievre ty-
phoide. Il isole une toxine thermorésistante qui dé-
clenche de la fievre chez le lapin et il la nomme
pyrotoxine. Par la suite, il sera montré que 'endotoxine
de Pfeiffer et la pyrotoxine de Centanni sont quasi-
ment équivalentes. Ces toxines caractérisent le groupe
des bactéries Gram négatif.

Le développement de la chimie va permettre de
progresser dans la connaissance de ces toxines. Dans
les années 30-40, A. Boivan, a I'Institut Pasteur de
Paris, W. Morgan, a I'Institut Lister de Londres et
W. Goebel, a l'lnstitut Rockfeller de New-York,
montrent que ces toxines thermostables contiennent
des polysaccharides, des lipides et des protéines [4].

Simultanément, dans un contexte de lutte contre les
infections nosocomiales, Shear, des Instituts améri-
cains de la santé (NIH), étudie la bactérie Gram néga-
tif Serratia marcescens. Colley, du Memorial Hospital de
New-York, avait déja constaté expérimentalement
qu'un mélange de Serratia marcescens et de strepto-
coques faisait régresser certains cancers. En 1943,
Shear démontre que la substance toxique et antitumo-
rale de Serratia marcescens est essentiellement compo-
sée de polysaccharides et de lipides, il la nomme
lipopolysaccharide (LPS) (cité dans [3]).

Ce lipopolysaccharide semblait identique a I'endo-
toxine et 2 la pyrotoxine précédemment étudiées, mais
la similitude de ces trois molécules n'est définitivement
établie qu'a la fin des années 40, lorsque les allemands
Westphal et Liideritz mettent au point une technique
pour obtenir de grandes quantités d’extraits bactériens
trés purs. Analysant alors des extraits purifiés de Sal-
monella, de Serratia, de Vibrio et d’autres bactéries ap-
parentées, ils démontrent que le composé toxique de
toutes ces bactéries ne comporte que des polysaccha-
rides, des lipides et du phosphore (qui active les deux
premiers composés) [5].

Quelle que soit leur origine, il apparait que toutes
ces toxines bactériennes déclenchent les mémes réac-
tions chez 'animal, ce qui ameéne a penser qu'elles ont
donc probablement des structures chimiques tres voi-
sines. De surcroit, Westphal et Liideritz démontrent
que seules les bactéries Gram négatif synthétisent des
endotoxines. Il reste alors & comprendre le mécanisme
d’action et a préciser leur structure chimique. Les en-
dotoxines sont si complexes qu'il faudra environ 25 ans
et la mobilisation d'un nombre considérable de cher-
cheurs pour décrire leur structure.

Les biochimistes étudient principalement les en-
térobactéries qui constituent une partie de la flore
normale de lintestin mais provoquent parfois des
troubles digestifs. Ils s'intéressent notamment aux
genres Salmonella et Escherichia, et en particulier
Escherichia coli. La plupart des souches d'Escherichia
coli sont non pathogenes (du moins lorsqu’elles res-

tent dans le tube digestif) mais certaines produisent
des maladies graves.

Longtemps apres les premieres constatations de
Ramazzini, Neal en 1942 établit pour la premiere fois
un lien entre la présence de bactéries Gram négatif et
les symptdmes pulmonaires présentés par les ouvriers
d'une filature de coton [6]. Cette découverte relance
l'intérét pour les endotoxines en milieu de travail.

En 1961, Pernis et ses collaborateurs émettent
I'hypothese que les endotoxines peuvent étre respon-
sables des symptomes observés dans certaines mala-
dies professionnelles causées par linhalation de
poussieres végétales. Selon eux, plusieurs maladies
professionnelles pourraient étre attribuables a I'inha-
lation d’endotoxines. Ils citent par exemple, la fievre
du lundi, la byssinose, la toux du tisserand, la fievre
des imprimeurs de bibles, la fievre des fabricants de
matelas, le poumon du fermier, la bagassosse, la fie-
vre du malt et la fievre du grain. Certes, I'exposition
professionnelle dans ces différentes professions est
multiple et ne se résume pas a une exposition a des
bactéries Gram négatif et a des endotoxines, mais ils
considerent que ces bactéries et leurs endotoxines
jouent un réle majeur dans la survenue de ces mala-
dies [7].

Cavagna démontre, en 1969, que 'inhalation d’en-
dotoxines peut produire chez certaines personnes
(volontaires sains ou atteints de bronchite chronique)
un abaissement du VEMS (volume expiré maximal
par seconde) semblable a ce qui est expérimenté le
lundi par certains travailleurs des salles de cardage du
coton. Par ailleurs, il observe que I'inhalation répétée
d’endotoxines induit chez le lapin un état d’hypersen-
sibilité, une réaction inflammatoire des bronches et
une altération des propriétés mécaniques des pou-
mons [8].

Rylander met en évidence la présence d’endo-
toxines, d’abord dans les filatures de coton puis dans de
nombreux milieux (dans l'eau de certains humidifica-
teurs notamment) [9 a 11]. Une classification des
symptdmes variés dus a I'inhalation d’endotoxines (fie-
vre, frissons, malaises) est tentée avec de nombreuses
études expérimentales tant chez l'animal que chez
I'homme (sujets volontaires). Mattsby et Rylander [12]
s'intéressent également aux conséquences sur le sys-
téme immunitaire de I'exposition aux endotoxines.

Encore aujourd’hui, beaucoup de recherches sur ce
sujet se poursuivent. De nombreux chercheurs conside-
rent que I'exposition aux endotoxines en milieu de tra-
vail comporte des risques pour la santé. La recherche
d’endotoxines s'élargit graduellement, des lors que des
personnels se plaignent de manifestations respiratoires
en rapport avec leur activité professionnelle. La struc-
ture, les méthodes de dosage des endotoxines et leurs
effets chez I'animal et chez 'homme sont actuellement
mieux connus. Les professions identifiées comme

[ )
ANICs

Documents
pour le Médecin
du Travail

N° 126

2¢ trimestre 201 |



()
ANIS

Documents

pour le Médecin
du Travail

N° 126

2¢ trimestre 201 |

concernées sont de plus en plus variées : personnels des
stations d’épuration, des industries transformant les fi-
bres végétales, de lindustrie agro-alimentaire, travail
dans des locaux pourvus d’humidificateurs ou de clima-
tiseurs, dans des serres...

Structure

Les endotoxines sont des éléments constitutifs de la
paroi des bactéries Gram négatif. Cette paroi est
constituée de trois parties :

- une membrane interne ou membrane plasmique
qui sert de barriere osmotique,

- un espace périplasmique riche en peptidoglycanes
qui maintient l'intégrité de la structure et la forme ca-
ractéristique de la bactérie,

- une membrane externe constituée d'une double
couche phospholipidique asymétrique dans laquelle
sont insérées des protéines, la plus abondante étant la
lipoprotéine de Braun. La couche interne de cette
membrane est constituée de protéines et de phospho-
lipides analogues a ceux de la membrane plasmique
tandis que la couche externe est constituée de
quelques protéines et surtout de lipopolysaccharides

Le terme « lipopolysaccharide » devrait étre réservé
pour désigner des substances chimiques pures, libres
de tout autre composant de membrane. Le terme
d’« endotoxine » devrait étre réservé aux fragments de
membrane qui contiennent le lipopolysaccharide et
d'autres composants de la membrane cellulaire. Len-
dotoxine est la forme retrouvée habituellement a I'état
naturel, comme par exemple dans les atmospheres de
travail. En pratique, les termes « endotoxine » et « li-
popolysaccharide » (LPS) sont souvent indifférem-
ment utilisés dans la littérature.

Les endotoxines sont donc constituées d'un frag-
ment de paroi de bactérie Gram négatif et du LPS.
Chaque genre et chaque espece de bactérie produit une
variété de LPS spécifique. Les bactéries d'une méme fa-
mille produisent des LPS similaires, alors que des bac-
téries de familles différentes produisent des LPS
différents [13]. Les LPS ne sont pas une molécule
unique mais une famille de composés essentiels a la
croissance et a la survie de la bactérie [14].

Les LPS, parties biologiquement actives des endo-
toxines, sont ancrés dans la région hydrophobique de
la membrane externe [15]. Ils sont formés de trois par-
ties : la chaine O-spécifique, longue chaine de sucres
formant la partie externe de I'endotoxine, le noyau
d’oligosaccharides ou « core » et une partie phospho-
lipidique, le lipide A, siege de l'activité pro-inflamma-
toire

Fig. | : Comparaison des structures des cellules bactériennes Gram négatif et Gram positif.
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Fig. 2 : La paroi des bactéries Gram négatif.
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CHAINE O-SPECIFIQUE

Dans les années 1960, Westphal et Liideritz mon-
trent que cette chaine O-spécifique differe selon les es-
peces bactériennes. Ainsi chaque souche de Salmonella
comporte une chaine O-spécifique particuliere qui in-
duit la synthese d'un anticorps différent [5]. En fait, se-
lon I'espece bactérienne, une chaine O-spécifique est
composée de 20 a 40 unités d'oligosaccharides qui se ré-
petent, chacune composée de 5 2 7 monosaccharides
pouvant étre des hexoses classiques (glucose, galac-
tose...) mais aussi des sucres plus rarement rencontrés
(tyvélose, paratose...).

Du fait de sa composition, la chaine O-spécifique,
partie la plus variable du LPS, est spécifique des es-
peces de bactéries Gram négatif et déclenche une réac-
tion immunitaire en faisant produire a l'organisme
infecté des anticorps qui la reconnaissent spécifique-
ment. La chaine O-spécifique s'insere sur le « core ».

NOYAU D’OLIGOSACCHARIDES OU CORE

Le core varie moins que la chaine O-spécifique et
joue un réle moins important dans la réponse immuni-
taire, sauf quand il appartient 2 une endotoxine mu-
tante dépourvue de chaine O-spécifique. La structure
du core est semblable pour les souches d'une méme es-
pece mais varie selon les especes [1].

Le noyau d'oligosaccharides est divisé en deux par-
ties : le noyau interne attaché au lipide A, et le noyau
externe attaché a la chaine O-spécifique.

Le noyau interne comporte deux sucres inhabituels :

- un heptose possédant sept atomes de carbone,
alors que la plupart des sucres naturels ne contiennent
que six atomes de carbone,

- un octose, le Kdo ou acide 3-désoxy-D-manno-2-
octulosonique, n'existant naturellement que chez les
bactéries a endotoxines. Le Kdo relie le polysaccharide
au lipide A.
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Fig. 3 : Structure de I’endotoxine chez Salmonella typhimurium.
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Le noyau externe, quant 2 lui, est fait de monosac-
charides tels que D-glucose, D-galactose... Il semble
que le core n'ait pas d’autre réle que de fournir un site
de fixation 2 la chaine O-spécifique.

LIPIDE A

Le lipide A est constitué de deux sucres aminés liés
a des acides gras, hydroxylés sur leur troisieme atome
de carbone, ainsi qua un ou deux autres acides gras
non hydroxylés. La nature des sucres aminés (glucosa-
mine ou parfois 3-aminoglucosamine) ainsi que la na-
ture et le nombre des acides gras sont variables selon
les especes bactériennes. Le lipide A reste néanmoins
la région la moins variable du LPS.

Lutilisation du lipide A obtenu par synthése a per-
mis de démontrer que le lipide A est bien responsable
du pouvoir toxique du LPS. Néanmoins, les dérivés de
synthese modifiés sont toujours moins actifs que la mo-
lécule originale. Des études complémentaires ont per-
mis de prouver que, malgré sa complexité, le lipide A
tout entier est nécessaire a l'activité biologique opti-
male des endotoxines [16, 17].

Des 1954, ayant constaté que les polysaccharides
variaient trop d’'une endotoxine a l'autre pour pouvoir
induire des effets constants, Westphal et Liidering font
I'hypothese que le lipide A est responsable et du pou-
voir pathogene et du pouvoir immunostimulant. A la
fin des années 60, plusieurs équipes démontrerent que
les endotoxines ne comportant que le lipide A et le Kdo
sont aussi toxiques et aussi pyrogenes que les molé-
cules completes, qui comportent un polysaccharide : la



chaine O-spécifique et la plus grande partie du noyau
ne jouent donc aucun réle dans I'expression de la toxi-
cité et du pouvoir pyrogene. En 1984, Shiba et Kusu-
moto de I'Université d’'Osaka réalisent la synthese du
lipide A d’Escherichia coli. Plusieurs équipes montrent
alors que la molécule synthétisée produit les mémes ef-
fets que le lipide A d'origine bactérienne. Linjection de
lipide A synthétique a des animaux stimule leur sys-
téme immunitaire et déclenche une fievre importante,
suivie d'un choc toxique mortel. Deés lors, il était établi
que le lipide A est bien le principe actif des endotoxines
(cité dans [3]).

Propriétés physico-chimiques

Les endotoxines sont tres solubles dans I'eau ; leur
effet toxique est accru par le chauffage qui dénature les
protéines de la paroi bactérienne et leur permet alors
d’accéder plus facilement aux récepteurs cellulaires.

Leur résistance 2 la chaleur est tres élevée : pour dé-
truire l'activité endotoxinique, il faut atteindre 126 °C
pendant 7 heures ou 145 °C pendant 30 minutes en
chaleur humide, et 170 °C pendant 7 heures ou 250 °C
pendant 30 minutes en chaleur seche.

Les endotoxines sont tres résistantes a de nombreux
agents physiques ou chimiques. Elles ne peuvent pas
étre détoxifiées par l'action conjointe du formaldéhyde
et de la chaleur. Elles ne sont donc pas transformables
en anatoxine contrairement a ce qui est observé pour
certaines toxines protéiques. Leur hydrolyse par les
acides ou les bases ou l'oxydation (par le permanga-
nate, les hypochlorites...) est possible, mais il faut utili-
ser les agents chimiques dans des conditions telles
qu'ils alterent les autres constituants biologiques et
qu'ils modifient I'antigénicité des LPS.

M¢écanismes d’action
dans les infections a bactéries
Gram négatif

Les mécanismes d’action des endotoxines sont sur-
tout connus lors de leur production au cours d'une in-
fection grave a bactéries Gram négatif.

Les mécanismes d’action des endotoxines inhalées
lors d’expositions professionnelles sont moins connus
et font l'objet d'un paragraphe spécifique.

Les endotoxines n'agissent sur l'organisme que
lorsqu’elles sont libérées par les bactéries, lors de leur
multiplication ou de leur lyse, éventuellement sous

l'effet d’une antibiothérapie efficace. Une fois libérées,
les endotoxines ne sont pas directement toxiques pour
les cellules de I'hédte. Leur action est le résultat de la sé-
crétion de médiateurs par les cellules de I'organisme in-
fecté. Ces médiateurs agissent localement ou 2
distance aprés passage dans la circulation sanguine.
Les macrophages tissulaires ou sanguins sont les cel-
lules les plus sollicitées. Activés, ils sécretent différentes
molécules qui agissent de concert, de facon séquen-
tielle ou indépendante, pour initier ou amplifier une ré-
ponse immune, spécifique ou non, dirigée contre
l'intrus [3].

POUVOIR PATHOGENE
CHEZ UHOMME [1]

Lors d'une infection bactérienne, les LPS jouent un
role important dans l'activation du systtme immuni-
taire et, en conséquence, dans le contréle de I'infection.
Toutefois, ils peuvent devenir toxiques pour 'héte, no-
tamment lorsqu'ils induisent une production excessive
de cytokines. Au cours du processus infectieux, les LPS
participent au développement de l'inflammation tissu-
laire en activant le systéme du complément, ce qui en-
traine une production importante du composant C3b,
lequel se fixe 2 la surface de la bactérie, mais également
a celle des cellules eucaryotes. Ces cellules opsonisées
par C3b deviennent alors la cible des cellules phagocy-
taires

L’opsonisation

L'opsonisation est la capacité d'une molécule (dite op-
sonine) a recouvrir une cellule cible (généralement infec-
tée par un pathogéne) pour augmenter sa phagocytose par
une cellule dotée de récepteurs pour les opsonines. On
distingue 2 types d'opsonines qui agissent de fagon syner-
gique :

- les anticorps qui participent a un complexe RFc-anti-
corps-antigéne sur la cible (reconnaissance dirigée de la ci-
ble en raison d’antigénes a sa surface),

- les opsonines non spécifiques capables de se fixer sur
les structures microbiennes, telles le facteur C3 du com-
plément, qui participent a un complexe substance micro-
bienne activatrice-opsonine-récepteur pour |'opsonine
(exemple : paroi bactérienne-C3b du complément-RC3b
du neutrophile).

Ce processus d’opsonisation fait partie de I'immunité
innée et est réalisé principalement par les cellules présen-
tatrices d'antigénes (cellule dendritique, macrophage et
lymphocyte B).

ENCADRE 3
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(1) La diapédese est
le passage d'un
phagocyte (polynu-
cléaire, monocyte) a
travers la paroi capil-
laire vers la lymphe
interstitielle.
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Dans certaines infections graves, les bactéries peu-
vent passer dans la circulation sanguine ou elles se mul-
tiplient. Les LPS libérés se lient, par l'intermédiaire du
lipide A, a la protéine plasmatique LBP (LPS Binding
Protein). Le complexe LBP-LPS reconnait la protéine
membranaire CD14 présente sur les macrophages, les
monocytes et les polynucléaires neutrophiles. Les cel-
lules épithéliales, surtout celles de 'endothélium vascu-
laire, dépourvues du récepteur CD14, peuvent toutefois
répondre au LPS grace 2 la présence dans le sang d’'une
forme soluble du CD14. Linteraction des LPS avec ces
différents types cellulaires va induire trois événements
majeurs qui peuvent conduire a I'état de choc septique :
la production de cytokines par les monocytes, les ma-
crophages et les cellules endothéliales, l'activation du
systtme du complément et l'activation du systeme de la
coagulation.

Les cytokines produites (interleukines IL-6, IL-8,
Tumor Necrosis Factor TNFa. et facteur d’activation des
plaquettes PAF), ainsi que les composants du complé-
ment activés (C3a et Cba) vont endommager les cel-
lules endothéliales des vaisseaux sanguins. En effet, les
facteurs C3a et Cba, en synergie avec I'IL-8, favorisent
l'action des leucocytes avec les cellules endothéliales
puis leur diapédese (V). Associée a la libération d'en-
zymes lysosomales par les leucocytes, la diapédese
contribue a l'altération des cellules endothéliales.

En favorisant les mécanismes de coagulation, les
LPS entrainent une coagulation intravasculaire dissé-
minée. La formation de caillots dans les vaisseaux san-
guins et la perte de la partie aqueuse du plasma
sanguin lors de la diapédese induisent une diminution
de la pression artérielle et, en conséquence, une hypo-
oxygénation des tissus des poumons, des reins et du
cerveau.

La libération d'endotoxines en grandes quantités
dans la circulation sanguine, notamment a la suite
d'une septicémie a bactéries Gram négatif, peut
conduire 2 un choc endotoxinique et a la mort. Les an-
tibiotiques eux-mémes, en début de traitement de la
maladie, peuvent avoir un effet préjudiciable pour le
patient en induisant une libération massive de LPS
dans la circulation sanguine.

ACTIVATION DE MOLECULES
CIRCULANTES

Les endotoxines activent le facteur XII ou facteur
de Hageman avec comme conséquence la conversion
du fibrinogene en fibrine. Une libération d'endotoxines
prolongée ou importante peut conduire 2 une throm-
bose et 2 une consommation excessive de plaquettes et
des facteurs de coagulation II, V et VII pouvant entrai-
ner une coagulation intravasculaire disséminée.

Lactivation du systéme complémentaire par les LPS
est a l'origine d'une augmentation de la vasoperméabi-
lité et d'un effet chimiotactique pour les granulocytes
neutrophiles, pouvant contribuer 2 un syndrome de dé-
tresse respiratoire.

Les endotoxines peuvent aussi se lier aux protéines pré-
sentes dans le plasma sanguin, telles que la LBP, les lipo-
protéines, en particulier les lipoprotéines de haute densité,
et le récepteur CD14 soluble. Ces molécules modulent
donc la disponibilité des endotoxines et leur élimination
de la circulation [18, 19].

ACTIVATION CELLULAIRE

Les cibles immédiates des LPS sont les cellules ex-
primant les récepteurs CD14 et TLR-4 (Toll-like-recep-
tor-4) telles que les lymphocytes, les granulocytes, les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques,
les fibroblastes gingivaux, les cellules endothéliales, les
cellules de Kiipffer et les cellules microgliales. Les en-
dotoxines se lient au récepteur CD14 et conduisent
ensuite a l'activation du récepteur TLR-4.

Les récepteurs TLR jouent un réle important dans
lIimmunité innée et notamment dans les défenses
contre les micro-organismes. Ils peuvent reconnaitre
des motifs moléculaires, dénommés PAMPs (pathogen-
associated microbia patterns), uniquement présents chez
des micro-organismes pathogenes. Ces PAMPs peu-
vent étre de 'ADN bactérien, de I'ARN viral double
brin, plus souvent des composants des parois bacté-
riennes comme les lipopolysaccharides (LPS) et les
peptidoglycanes, de la flagelline composant du flagelle
de certaines bactéries.

Linteraction des molécules de LPS avec leur récep-
teur initie une cascade d'événements de transduction
du signal qui se termine par la translocation du facteur
de transcription NF-kB dans le noyau. NF-kB induit
ensuite des changements transcriptionnels et la syn-
these de différents composés : les cytokines pro-in-
flammatoires telles que le TNFa, les IL-1 et IL-6, les
cytokines anti-inflammatoires telles que I'TL-10, des
médiateurs lipidiques tels que les prostaglandines,
thromboxanes, leucotrienes ou le PAF.

L'action du TNF-a et de I'TL-1 sur les cellules en-
dothéliales conduit a une augmentation de l'expression
des molécules d'adhésion portées par les neutrophiles
et les monocytes. L'adhésion des neutrophiles, suivie
de leur dissémination dans les tissus, joue un réle ma-
jeur dans les phénomenes inflammatoires, réle démon-
tré par l'effet protecteur d'une déplétion expérimentale
des neutrophiles.

Invivo, les LPS peuvent aussi affecter indirectement
les cellules avoisinantes qui n'expriment pas le CD14
et le TLR-4. Par exemple, les cytokines libérées par les



cellules de Kiipffer peuvent stimuler la production de
monoxyde d'azote (NO) par les cellules hépatiques
voisines [20], propageant et amplifiant ainsi le signal
des LPS.

La sensibilité des individus aux LPS dépend d'élé-
ments génétiques. Un polymorphisme du promoteur
TNF-a est associé a la susceptibilité au choc septique
et est corrélé a un taux de mortalité élevé dii a une pro-
duction excessive de TNF-a [21]. Des polymor-
phismes du TLR-4 et du CD14 sont aussi impliqués
dans les variations interindividuelles de susceptibilité
aux endotoxines [22].

MODIFICATIONS BIOCHIMIQUES
INDUITES PAR LE LPS

Les macrophages activés par les LPS liberent des
protéines, des lipides et des radicaux libres. Le TNF-a.
génere 2 lui seul certaines réactions attribuées aux en-
dotoxines, notamment la fievre, et, injecté a des doses
massives, il provoque un choc irréversible ; mais il peut
aussi attirer des cellules défensives sur un site d'infec-
tion et détruire des cellules cancéreuses.

Drautres protéines, dont I'TL-1, I'TL-6 et I'IL-8, re-
produisent certains des effets du TNF-o.. Parmi les mé-
diateurs lipidiques produits, la prostaglandine E2, le
thromboxane A2 et le PAF @ participent 2 la fievre et
a la régulation du systéme immunitaire. Des radicaux
libres sont formés (oxygene O,, peroxyde d’hydrogene
H,0,, oxyde nitrique NO).

Le TNF-o amplifie la synthese des médiateurs tan-
dis que la prostaglandine E2 la freine.

Les endotoxines auraient un effet stimulant sur la
prolifération des lymphocytes B ; elles activeraient le
complément par la voie alterne.

En pratique, les effets sont fonction de la quantité
d’endotoxines impliquées et, par voie de conséquence,
du taux de médiateurs libérés. Si ce dernier est modéré,
les effets sont bénéfiques : fievre modérée, stimulation
générale du systtme immunitaire et lutte antibacté-
rienne. S'il est trés élevé, les effets sont néfastes : fievre
élevée, hypertension, coagulation intravasculaire dissé-
minée, choc létal.

ACTIONS SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Les différents auteurs travaillant sur les endotoxines
leur reconnaissent un effet 2 la fois adjuvant et immu-
nostimulant sur le systtme immunitaire. Ainsi, l'ad-
jonction de l'ancien vaccin TAB (typhoide et
paratyphoide A et B) a une autre vaccination était
connue depuis longtemps comme augmentant de fa-

con importante la réponse immunitaire vis-a-vis de
cette vaccination concomitante. Quel que soit l'anti-
gene, un effet adjuvant, dt au lipide A, est obtenu
lorsque des endotoxines sont administrées moins de six
heures apres l'injection de l'antigéne. L'action immunos-
timulante résulte d'un effet sur les lymphocytes B et sur
les macrophages. Ainsi, les LPS libérés par les bactéries
commensales du tube digestif joueraient un réle impor-
tant dans la maturation du systéme immunitaire [23].

ROLE DES ENDOTOXINES
DANS LE CHOC SEPTIQUE

Le choc septique est la pathologie la plus étudiée
quant 2 l'implication des endotoxines. La pathogénese
du choc septique débute avec la multiplication de micro-
organismes a un site d'infection suivi de la dissémination
par la circulation sanguine a d’autres organes. Les bac-
téries Gram négatif sont a l'origine d’environ la moitié
des cas de choc septique. A I'échelon moléculaire, les en-
dotoxines induisent la synthese et la libération des mé-
diateurs endogenes du choc septique, a l'origine de la
défaillance multiviscérale et de la mort. Leffet pro-in-
flammatoire des LPS est aussi suggéré par la réduction
d'un facteur 100 de la quantité de TNF-o produit par un
mutant de Neisseria meningitidis dépourvu de lipide A,
par rapport a une souche sauvage [24].

Le role des endotoxines dans le bouleversement du
systtme de coagulation durant le choc septique s'ex-
plique par leur action procoagulante et antifibrinoly-
tique [25]. Dans des modeles animaux, les endotoxines
sont couramment utilisées pour induire une coagulation
intravasculaire disséminée conduisant souvent a la dé-
faillance multiviscérale [26]. Les interactions entre la ré-
ponse inflammatoire et les anomalies de coagulation
montrent que les cytokines, en aval des endotoxines,
sont impliquées dans la réponse procoagulante 2 une in-
fection systémique [27 2 29].

Lors d'un choc septique, le taux d’endothéline-1
(principal représentant des endothélines) est élevé et
corrélé avec le syndrome de défaillance multiviscérale
et un pronostic défavorable. Un certain nombre de fac-
teurs présents dans le sang, dont la thrombine-1, I'1L-1
et le TNF-a, augmente le niveau d’endothélines dans le
plasma et ces facteurs sont eux-mémes augmentés par
les endotoxines.

Certaines études indiquent qu'il existe une corré-
lation entre I'état clinique des patients atteints de
choc septique et le niveau d’endotoxines dans leur
sang [30 a 33]. Le risque de déces semble augmenter
avec le niveau d'endotoxines circulantes, d'ou l'effet
parfois paradoxal de certaines familles d’antibio-
tiques. Selon leur mode d’action, I'effet thérapeutique
recherché, s'il est trop rapide et important, peut étre

(2) Facteur d’activation
des plaquettes ou
Platelet Activating
Factor.
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associé a une détérioration de I'état clinique du pa-
tient du fait de la libération massive d’endotoxines
dans la circulation [34, 35].

ROLE DES ENDOTOXINES DANS
LE SYNDROME DE DETRESSE
RESPIRATOIRE AIGUE (SDRA)

Le SDRA correspond a une hypoxie sévere aigué ou
progressive, un cedéme pulmonaire et une accumulation
de neutrophiles dans les poumons. 1l est caractérisé par
une réaction inflammatoire massive et un collapsus alvéo-
laire conduisant & une hospitalisation dans des unités de
réanimation et 2 une mise sous ventilation assistée. Lin-
fection bactérienne entraine la mise en jeu de systémes de
défense (la réponse inflammatoire) qui vont dépasser leur
but et continuer a évoluer pour leur propre compte méme
si l'agression causale a disparu. Il existe une diffusion de
l'atteinte a l'ensemble des deux poumons et a tout l'orga-
nisme, avec possibilité d'une défaillance multiviscérale
(rein, cerveau, tube digestif, foie, cceur...).

Pour Amoureux [25], « il apparait que le choc septique
et le syndrome de détresse respiratoire aigué ont des voies de
signalisation moléculaires communes, en particulier une
réaction inflammatoire systémique ». Comme dans le choc
septique, linteraction entre les LPS et les récepteurs
CD14 entraine une activation des macrophages. Ces
macrophages pulmonaires activés, équivalents des mo-
nocytes présents dans la circulation, produisent des cy-
tokines impliquées dans la réaction inflammatoire telles
que le TNF-a, I'TL-1 ou I'TL-8 [36]. Le TNF-a est fré-
quemment présent dans les lavages broncho-alvéolaires
des patients atteints de ce syndrome [37]. La concen-
tration d’endothélines dans la circulation sanguine est
élevée [38]. Lendothéline-1 est en particulier essentielle
dans ce syndrome [39]. Le blocage des récepteurs
CD14 atténue la production de NO par les poumons
[40].

Lensemble de ces observations montre que les en-
dotoxines jouent un réle important dans le syndrome
de détresse respiratoire aigué, qui semble dés lors étre
plus une maladie systémique qu'une simple atteinte
respiratoire [41].

ROLE DES ENDOTOXINES DANS
LES MALADIES HEPATO-BILIAIRES

Le foie joue un réle essentiel dans la détoxification
des molécules provenant entre autres du tube digestif.
Lorsque des endotoxines sont administrées par injec-
tion, elles sont retrouvées dans le foie en quelques
heures [42, 43].

Dans les années 1970, le réle des endotoxines a été
démontré dans le cas de cirrhose expérimentale [44] et
chez les patients cirrhotiques [45]. Soixante-dix-neuf
pour cent des patients cirrhotiques sont endotoxé-
miques. La présence d’endotoxines a des niveaux plus
élevés dans le sang de la veine porte que dans le sang
de lartere hépatique reflete une mauvaise élimination
des endotoxines par le foie [46]. Des études supplé-
mentaires ont confirmé que I'endotoxémie augmente
lorsque le fonctionnement du foie diminue [47].

La perméabilité de I'intestin gréle est augmenté par
un taux élevé de LPS [48]. Inversement, I'administra-
tion d’antibiotiques et de Lactobacillus réduit la pré-
sence de bactéries Gram négatif dans la flore
intestinale et permet d'atténuer les dommages hépa-
tiques induits par l'alcool [49, 50].

Les cellules de Kiipffer dans le foie expriment les
récepteurs TLR, sont capables de répondre aux endo-
toxines et d'induire la production de cytokines [50,
51]. Les dépots de lipide A dans les hépatocytes sont
tres fréquents chez les patients atteints de cirrhose bi-
liaire ; dans un modele animal de dommage hépa-
tique induit par l'administration d’E. coli, les
phagocytes du foie produisent des anions super-
oxydes qui, en exces, sont toxiques envers les hépato-
cytes [52].

Ces circonstances peuvent également se produire
dans le cas d’hépatites virales chez 'homme. Les cyto-
kines pro-inflammatoires et les radicaux libres induits
par les LPS ont été documentés au cours de 'hépatite
C et la fibrinogénese leur est attribuée. Il a aussi été
suggéré que les endotoxines aggravent 'hépatite C
chronique. Des études ont montré une corrélation en-
tre la concentration d’endotoxines dans le sang et le
degré de nécrose intralobulaire au cours des infections
par les virus des hépatites B et C [53]. Dans le cas de
I'hépatite B, des anticorps dirigés contre les endo-
toxines et le lipide A sont détectés. Une étude récente
indique que 62 % des patients ayant une hépatite C
chronique sont endotoxémiques, avec une incidence
plus élevée de macrophages positifs pour I'TL-1p et le
TNF-o chez les patients endotoxémiques que chez les
patients non endotoxémiques [54].

Mécanismes d’action lors
de I'inhalation d’endotoxines

En milieu de travail, I'exposition aux endotoxines
est le fait d'une contamination de l'air respiré par des
poussieres plus ou moins « chargées » en endotoxines
en fonction du milieu de travail et de l'activité profes-
sionnelle.



Linhalation des LPS induit une augmentation du
métabolisme et de la phagocytose du macrophage al-
véolaire, ainsi qu'une augmentation de la perméabilité
capillaire. [55, 56]. LIL-1 et le TNF-a provoquent un af-
flux de neutrophiles dans lalvéole et le parenchyme
pulmonaire, qui pourraient étre responsables des modi-
fications du tonus bronchique [57, 58]. Les LPS inhalés
peuvent provoquer une hyperréactivité bronchique,
mais également une hyporéactivité bronchique, en fonc-
tion de la voie d’apport, de la dose et de la durée d’ad-
ministration des LPS [59].

La réponse inflammatoire pulmonaire aux endo-
toxines a été expérimentée chez une dizaine de volon-
taires sains non-fumeurs exposés a des concentrations
calibrées d'endotoxines purifiées : une réduction du vo-
lume expiratoire forcé (VEMS) et une augmentation des
marqueurs d'inflammation mesurés dans les crachats, le
sang et les urines ont été observées. Ces effets sont sta-
tistiquement significatifs et « dose-dépendants » [60].

Les endotoxines peuvent aussi potentialiser le re-
largage d’histamine. Ainsi, une exposition conjointe a
des allergénes de moisissures et a des endotoxines
serait susceptible d’augmenter la réaction allergique
chez des individus prédisposés [61]. En cas d'exposi-
tions répétées a de courts intervalles, on observe une
déplétion des médiateurs et un ajustement du méta-
bolisme du macrophage alvéolaire. Ces modulations
de réponse a I'exposition ont été reliées au développe-
ment d’anticorps anti-endotoxiniques. Lexposition
chronique aux endotoxines serait corrélée avec une
plus faible incidence des cancers pulmonaires au sein
de la population exposée [62] ; ce phénomene s'ex-
plique par la production de médiateurs de l'inflamma-
tion et, en particulier du TNF-a [3].

Métrologie des endotoxines
et valeur limite

Détails disponibles sur le site de PINRS dans :

- La note documentaire ND 2170 [63],

- La fiche n° 89 consacrée au mesurage des endotoxines
disponible dans la base de données MétroPol [64].

En santé au travail, lors de mesurage de I'exposition
a des bioaérosols, des relations ont pu étre établies en-
tre le dénombrement de bactéries Gram négatif et la te-
neur atmosphérique en endotoxines [65]. Mais, comme
les endotoxines conservent leur activité bien apres la
mort des bactéries, les mesures portant sur les bactéries
viables ne sont pas toujours un bon reflet de la réalité et
de l'importance de I'exposition.

HISTORIQUE DES METHODES DE DOSAGE
« TRADITIONNELLES »

Les endotoxines résistant aux trés hautes tempéra-
tures, la stérilité d'un produit ne garantit pas qu'il soit
exempt d'endotoxines. Avec les progres des moyens thé-
rapeutiques en médecine, la détection des endotoxines
est rapidement devenue un impératif pour les pharma-
cies hospitalieres puis pour l'industrie pharmaceutique,
afin de pouvoir garantir aux patients des produits non
pyrogenes. Encore aujourd’hui, les nombreux contrdles
effectués sur les solutés de perfusion, de dialyse, de nu-
trition parentérale, ou sur les dispositifs médicaux (se-
ringues...), conduisent parfois a un retrait du marché
ou un rappel des produits déja mis en circulation.

Décoloration du permanganate de potassium, mor-
talité chez les embryons de poulet, augmentation de la
mortalité des souris par 'acétate de plomb..., plusieurs
méthodes d'évaluation des endotoxines ont été es-
sayées pour tester les liquides biologiques ou les solu-
tions injectables. Ces méthodes sont aujourd’hui
totalement abandonnées par manque de sensibilité et
de spécificité.

Compte tenu de leurs propriétés pyrogenes, les en-
dotoxines ont aussi été détectées par la méthode dite
« des substances pyrogenes chez le lapin » [66]. Mis au
point pour réduire les risques de pic fébrile avec ses
conséquences lors de l'injection de produits médica-
menteux, 'usage de ce test était pratiquement limité a
un résultat pass or fail (accepté ou refusé). Ce test a
néanmoins été longtemps utilisé, mais son cofit élevé,
sa lourdeur, l'utilisation d'animaux et surtout son
manque de spécificité et de sensibilité, ont entrainé son
remplacement par le test sur lysat d’amoebocytes de li-
mule ou LAL (cf. infra).

Les biochimistes se sont intéressés au dosage de cer-
tains composés des LPS en tant que marqueurs des en-
dotoxines, en particulier l'acide gras B-3-hydroxylé,
composé spécifique du lipide A. Les résultats obtenus
par cette méthode sont dix fois supérieurs a ceux obte-
nus avec les méthodes classiques dites au LAL, confir-
mant que les taux d’endotoxines actives mesurés par un
test biologique sont tres inférieurs aux taux d'endo-
toxines réellement présentes [67].

TEST SUR LYSAT D’AMEBOCYTES
DE LIMULE (LAL)

C’est la méthode la plus utilisée et la plus reconnue
malgré toutes ses imperfections. Suite 4 une premicre
constatation faite par Howell en 1885, ce test repose
sur la coagulation de I'hémolymphe de Limulus poly-
phemus ou Xyphospura polyphemus apres administra-
tion d'endotoxines [68]. La limule, encore appelée
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crabe des Moluques, crabe en fer a cheval ou crabe au
sang bleu, n'est pas un crustacé, mais un arthropode
de la classe des mérostomes, animaux marins a respi-
ration branchiale, protégés par une épaisse carapace
articulée.

Malgré leur nom courant, les limules, sont donc plus
proche des araignées ou des scorpions que des crabes
[69] (photos ci-dessous). Ces animaux sont restés qua-
siment identiques 2 leurs ancétres fossiles agés de plus
de 400 millions d’années. Les limules vivent le long de
la cote est de I'Amérique du Nord, de la Nouvelle-
Ecosse au Yucatén, et dans la zone orientale de l'océan
Pacifique, de I'Inde aux Philippines.

Comme les arachnides, les limules ont la particula-
rité d’avoir un « systéme circulatoire ouvert » mainte-
nant les organes dans le sang ou hémolymphe et les
échanges (gaz, nutriments, déchets) s’y opeérent par
simple diffusion [70]. Cette hémolymphe apparait de
couleur bleue du fait de la présence d’hémocyanine
comme transporteur d’oxygene au lieu d’hémoglobine.
Des amcebocytes, cellules de forme ovoide, granulées
et nucléées, de la taille d'un macrophage humain, bai-
gnent dans cette hémolymphe.

Suite & une agression, y compris la mise en présence
de LPS ou d'endotoxines, les amoebocytes perdent leur
forme ovoide pour devenir polyglobulées et s'agregent en
formant un caillot protecteur a l'endroit de l'agression.
Cette réaction est due a des enzymes situés dans les gra-
nules des amoebocytes et réagissant avec les lipopolysac-
charides. Ce mécanisme de coagulation du sang de
limule en présence d'endotoxines est a la base de diffé-
rentes méthodes avec une détermination semi-quantita-
tive (méthode par gélification) ou quantitative (méthodes
turbidimétrique ou chromogénique). Plus récemment,
une méthode a été spécialement mise au point pour le
dosage des endotoxines dans les aérosols ambiants : la
méthode KLARE (Kinetic Limulus Assay with Resistant-pa-
rallel Line Estimation). Elle permet de traiter rapidement,

et avec une sensibilité suffisante, un grand nombre
déchantillons [63].

ANALYSE CHIMIQUE

Une méthode chimique plus récente est basée sur la
détection d’'un marqueur. Ce marqueur chimique
choisi doit se retrouver dans I'unité bactérienne res-
ponsable de la toxicité et lui étre spécifique. La région
du lipide A, responsable de la toxicité de la molécule
d’endotoxine et de la coagulation de la réaction du
LAL, est souvent utilisée. Cette région contient l'acide
3-hydroxymyristique ou B-hydroxymyristique (BHM).
Le BHM est l'acide gras saturé le plus abondant du li-
pide A et il est spécifique aux endotoxines [71]. La dé-
tection du BHM peut se faire par chromatographie en
phase gazeuse (CPG) souvent couplée a un spectro-
metre de masse.

VALEUR LIMITE D’EXPOSITION
PROFESSIONNELLE

Les résultats de mesure sont donnés de plus en plus
souvent en unités d’endotoxines par metre-cube d'air
(UE.m?) en remplacement des dosages en nano-
grammes par métre-cube (ng.m?3). Le coefficient de
conversion varie selon l'espece bactérienne a l'origine
des endotoxines. Pour faciliter la conversion, il est géné-
ralement admis un facteur 10 : 1 ng.m® = 10 UE.m?,

Depuis mai 2003, le mesurage des endotoxines dans
les bioaérosols doit respecter la norme NF EN 14031
sur la détermination des endotoxines en suspension
dans l'air [72]. Cette norme fixe les prescriptions tech-
niques et analytiques mais ne donne aucun renseigne-
ment sur les criteres d'interprétation des résultats.

Les Pays-Bas sont le seul pays a s'étre doté d’une va-
leur limite d'exposition professionnelle (VLEP) pour
les endotoxines depuis 1998, non sans quelques diffi-
cultés (encadré 4). Depuis juillet 2010, leur VLEP « en-
dotoxines » est fixée a 90 UE.m3, sachant qu'ils

Photos : Limulus polyphemus debout sur ses pattes et renversé sur le dos.
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Historique de la valeur limite d’exposition endotoxines aux Pays-Bas
(d’aprés J.L.Wannepain, Eurogip, communication personnelle)

1998 : Suite a un avis du DECOS (Dutch Expert Committee on Occupational Safety),le Conseil sanitaire néerlandais adopte,
pour les endotoxines, une valeur limite d'exposition sur 8 heures (VME) de 50 UE/m3.

2000 : En juin 2000, apres consultation des professionnels concernés, le conseil économique et social néerlandais (SER)
estime que l'introduction de cette VME pose des problémes techniques et économiques trop importants aux entreprises
(écarts dans les méthodes de mesure, difficultés quant a la possibilité de respecter une telle norme dans la pratique). Il pro-
pose d'instaurer une valeur limite plus réaliste de 200 UE/m? tout en gardant I'objectif de diminuer les expositions afin
d'abaisser ultérieurement la limite légale a 50 UE/m?, si possible 2 ans aprés la mise en place de la limite de 200 UE/m?.

La réglementation est modifiée le 27 novembre 2000 ; la valeur limite de 200 UE/m® entre en vigueur a compter du
Ie juillet 2001.

Cette échéance ne pouvant pas étre respectée, |'entrée en vigueur est une premiére fois repoussée au |°" janvier 2003.

2002 : En novembre 2002, le SER considére que I'adoption de la valeur limite de 200 UE/m?* doit étre suspendue.

2003 : Le I5 juillet 2003, cette valeur limite est supprimée de la réglementation néerlandaise sous certaines conditions :
- les entreprises doivent établir un plan de réduction de |'exposition aux endotoxines, dont |'exécution pourra prendre

de 2 4 4 ans selon les secteurs d'activités ;
- la future norme EN 14031 devra étre mise en place ;

- les laboratoires d'analyses devront répondre a des exigences précises.
Le SER prévoit un délai de 2 a 4 ans avant la mise en place d'une nouvelle valeur limite légale.

2010 : Le DECOS considére qu’une exposition a une VME a 90 UE/m? est sans effet notable sur la santé. En juillet 2010,
les Pays-Bas fixe laVME endotoxines a 90 UE/m? pour une durée d’exposition de 8 heures, les endotoxines étant mesurées

selon la norme EN 14031 modifiée selon Spaan et al. [73].

utilisent une version modifiée de la norme NF EN
14031 [73]. Ceci incite a la prudence quant a la trans-
position de cette VLEP a toute situation de travail ail-
leurs qu'aux Pays-Bas.

Ailleurs, il n'existe pas de valeur limite réglemen-
tairement définies. LACGIH (American Conference of
Industrial Hygienists) a publié en 1999 un rapport fai-
sant le point des connaissances sur les bioaérosols
[74]. Pour les endotoxines, il était proposé de retenir
les valeurs seuils suivantes : en I'absence de plainte
spontanée des travailleurs, concentration mesurée au
plus égale a 30 fois la concentration de base ; en cas
de contrdle apres plaintes de travailleurs, concentra-
tion mesurée au plus égale a 10 fois celle de base.
Ceci suppose qu'un site de référence (air de I'envi-
ronnement extérieur, local réputé sans pollution spé-
cifique...) ait été choisi pour un prélevement dont le
résultat sera considéré comme la concentration té-
moin 2 laquelle seront comparés les résultats des au-

tres mesurages. Mais depuis au moins 2009, I'AC-
GIH ne veut plus se prononcer sur des valeurs limites
pour les endotoxines, ni pour les autres éléments des
bioaérosols [75].

LIRSST (Institut Robert Sauvé de recherche et de
sécurité en santé au travail) au Québec retient toujours
ces anciennes valeurs ACGIH comme des valeurs-
guides dont le dépassement nécessite I'engagement
d’actions correctrices [76].

Certaines valeurs seuils sont souvent avancées dans
des articles ou rapports comme étant ceux de la
Commission internationale de santé au travail (CIST).
En fait, dans les années 90, elles ont été publiées sous
la signature, entre autres, de Rylander [77] alors res-
ponsable du Comité Poussieres organiques de la CIST.
Ces valeurs seuils ne concernent que les effets aigus
des endotoxines sur les voies respiratoires et ne présa-
gent rien d’éventuelles conséquences a long terme
d'une exposition chronique

Valeurs seuils pour les effets aigus des endotoxines [77].

ng/m? UE/m? Effet clinique

10 100 Irritation des voies respiratoires

100 | 000 Effets systémiques (fiévre, courbatures...)

200 2000 ODTS (syndrome toxique des poussiéres organiques)

ENCADRE 4

TABLEAU I
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Quelle que soit leur origine, les valeurs seuils propo-
sées dans la littérature ont I'inconvénient de ne pas étre
spécifiques d'une activité donnée et peuvent donc pré-
ter a discussion quant a leur utilisation comme valeur
de référence, d'ou l'utilité des résultats des mesures
comparatives conseillées ci-dessus. La répétition des
mesurages apres des travaux d’amélioration portant sur
la ventilation des locaux, le captage des poussieres...
permet également de suivre la diminution de I'exposi-
tion. L'idéal serait de pouvoir disposer d'une échelle des
valeurs rencontrées dans des situations semblables.
Dans l'attente d'une valeur limite d’exposition régle-
mentaire, ceci permettrait de situer les résultats de pré-
levements faits pour une entreprise par rapport a ce qui
s'observe ailleurs dans le méme secteur professionnel et
de pointer les résultats aberrants. Tout résultat large-
ment supérieur aux moyennes enregistrées ailleurs de-
vrait alors entrainer la mise en ceuvre rapide de moyens
de correction et de mesures de prévention. Un résultat
situé dans la moyenne des résultats de la profession ne
serait pas synonyme d’absence de risque mais donne-
rait plus de temps pour réfléchir aux moyens a mettre
en ceuvre pour diminuer I'exposition aux endotoxines
et tendre vers les résultats les plus bas enregistrés pour
ce type d’activité.

Compte tenu de la complexité du mesurage des en-
dotoxines et des difficultés d'interprétation des résultats,
il va de soi qu'un contréle de la teneur en endotoxines

n'a de sens que dans des ambiances de travail ou les
VLEP poussieres totales et poussieres alvéolaires sont
déja respectées.

Conclusion

Les endotoxines sont des éléments constitutifs de la
paroi des bactéries Gram négatif présentes partout
dans l'environnement, y compris dans certaines atmo-
spheres de travail.

Lors de leur lyse ou de leur multiplication, les bacté-
ries Gram négatif liberent des endotoxines qui peuvent
alors agir sur 'organisme avec, notamment en santé au
travail, un effet pyrogene et des symptdmes respira-
toires (toux, dyspnée). Pour le controle des atmo-
spheres de travail, différentes pratiques existent tant
pour l'échantillonnage que pour l'analyse des endo-
toxines. Bien qu'il ne soit pas d’'une pratique courante,
le mesurage des endotoxines se développe peu a peu.

Ce premier article fait une synthese des connais-
sances sur l'origine et les propriétés toxiques et béné-
fiques des endotoxines. Un second article fera le point
sur les expositions et les risques en milieu profession-
nel. Un point rapide sera également fait sur la théorie
hygiéniste.

Points a retenir

Les endotoxines sont des composants de la paroi des bactéries
Gram négatif. Elles associent un fragment de la paroi et un lipo-
polysaccharide spécifique de I’espéce bactérienne.

Les endotoxines ont parfois des effets toxiques redoutables
mais elles ont aussi des effets positifs sur la santé.

Les bactéries Gram négatif étant ubiquitaires, les endotoxines
sont elles-mémes présentes partout dans I’environnement.

De nombreux secteurs professionnels sont concernés : monde
agricole, transformation des fibres végétales et de la laine, tra-
vail dans les égouts, traitement des déchets et des eaux usées...

La métrologie des endotoxines dans les bioaérosols n’est pas
une pratique courante mais elle se développe peu a peu.
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