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RESUME

Le but de ce travail était de déterminer les valau cholestérol-LDL (C-LDL) dans le sérum par la
technique de précipitation au sulfate de dextrandeeles corréler avec celles obtenues par la flerrde
Friedewald. Leserade 207 sujets (113 hommes, 94 femmes) volontdifese moyen 41,49 + 3,08 ans ont
été analysés en double aveugle par les deux méthbeeholestérol total (CT), le cholestérol-HDL IdDL)
et les triglycérides (TG) ont été dosés par la odthenzymatique en point final suivi du calcul dL@- par
la formule de Friedewald. La précipitation du C-L@Lété réalisée au sulfate de dextrane et son dosage
effectué directement sur la fraction précipitée lpaméthode enzymatique. Les valeurs moyennes dDIC-L
obtenues étaient de 2,67 + 0,58 mmol/l par la foende Friedewald et de 2,93 + 0,68 mmol/l par &Goteque
de précipitation au sulfate de dextrane. Les dechrtiques avaient une corrélation positive avec un
coefficient de corrélation r = +0,905. La techniqie précipitation au sulfate de dextrane peut d&ine

utilisée pour le dosage du C-LDL.
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INTRODUCTION

La détermination du taux plasmatique
des lipoprotéines est importante dans le
diagnostic des anomalies primitives et
secondaires de transport du cholestérol ainsi
gue de I'évaluation du risque de survenue de
maladies athéromateuses (Grundy et al.,
2000). Trois lipoprotéines majeures ont été
identifiees dans le plasma, les VLDL, les LDL
et les HDL, différentes par leur composition
en lipides et en apoprotéines. Il existe une

corrélation positive entre le risque prématuré
de survenue des maladies coronariennes et le
taux plasmatique du cholestérol total et du
cholestérol-LDL (C-LDL) (Wood et al.,
1998 ; Grundy et al., 2000).

Les recommandations internationales
soulignent l'importance de la détermination
du C-LDL dans la prise en charge et le suivi
des patients a risque cardiovasculaire. Dans la
plupart des études et en pratique courante, le
C-LDL est estimé par la formule de
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Friedewald et al. (1972). L'exactitude de ce
calcul dépend étroitement de la précision des
parametres pris en compte [cholestérol total
(CT), triglycérides (TG) et cholestérol HDL
(C-HDL)] et le C-LDL calculé n'est plus
corrélé aux méthodes de référence quand les
TG sont supérieurs a 4,5 mmol/l ou en
présence de lipoprotéines  anormales
(McNamara et al.,, 1990 ; Demacker et al.,
1996 ; Nauck et al.,, 2002 ; Renard et al.,
2002). C'est également pour pallier les
inexactitudes de la formule de Friedewald que
d’autres équations ont été proposées, parmi
elles, la formule de Planella et al. (1997),
mettant en jeu I'apolipoprotéine B dont la
standardisation est plus accomplie que celle
du C-HDL (Marcovina et al.,, 1994). Ces
équations présentent le méme inconvénient a
savoir I'obligation de déterminer
simultanément  plusieurs paramétres et
d’introduire autant de facteurs d'erreur
potentiels. Ces restrictions et incertitudes du
C-LDL calculé ont conduit au développement
récent des méthodes directes, homogénes et
adaptables sur les analyseurs de biochimie
usuels (Bayer et al., 2005 ; lwasaki et al.,
2006). Dans les pays du tiers monde, les
méthodes directes de détermination de C-LDL

sont peu connues en raison de la non
disponibilité des analyseurs dans les
laboratoires de chimie clinique.

L'objectif de ce travail était de

déterminer les valeurs du C-LDL dans le
sérum par la technique de précipitation au
sulfate de dextrane et de les corréler avec
celles obtenues par la formule de Friedewald.

MATERIEL ET METHODES
Population d'étude

Notre  population d'étude  était
constituée de 207 sujets (113 hommes contre
94 femmes) venus au laboratoire de biochimie
du Centre Hospitalier Départemental du
Borgou (République du Bénin) pour un bilan
biologique. Aprés un consentement éclairé,
des mesures anthropométriques ont été
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effectuées, suivies d'une prise de sang
veineux (4 ml) dans un tube sans

anticoagulant chez des sujets a jeun depuis 12
heures de temps. Les échantillons de sang
prélevés ont été centrifugés a 3000 rpm
pendant 10 minutes a 30 °C et les dosages
réalisés le méme jour sur les sérums. Les
caractéristiques biométriques de la population
d’étude figurent au Tableau 1.

Réactifs

Les réactifs tels que le sulfate de
dextrane a haut poids moléculaire, le chlorure
de calcium anhydre (Caglet le chlorure de
sodium (NaCl) ont été procurés du laboratoire
Fisher Scientific Labosi. Les kits préts a
I'emploi pour le dosage du cholestérol total,
du C-HDL et des TG ont été acquis du
laboratoire Erba Mannheim
(www.erbamannheim.com).

Préparation des solutions de travail

La solution de sulfate de dextrane a 5%
a été préparée en dissolvant 1 gramme de
sulfate de dextrane a haut poids moléculaire
dans 20 millilitres d’eau distillée. La solution
de chlorure de calcium (Cafh 11,10% a été
obtenue en dissolvant 22,2 grammes de €aCl
anhydre dans 200 millilitres d’eau distillée. La
solution de chlorure de sodium (NaCl) 4 M a
été préparée en dissolvant 23,37 grammes de
NaCl dans 100 millilitres d'eau distillée. Ces
solutions étaient préparées chaque jour pour
utilisation.

Réalisation des dosages

Le cholestérol total dans le sérum a été
dosé par la technique enzymatique en point
final dont le principe est le suivant: aprées
hydrolyse du cholestérol estérifié par une
estérase, le cholestérol libéré est oxydé par
une oxydase en 4@, et une cholest-4-ene-3-
one qui transforment un chromogéne incolore
en chromogéne coloré. L'intensité de la
coloration obtenue est proportionnelle a la
guantité de cholestérol dans la prise d'essai.
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Selon les recommandations du fabricant, 1000
pl de réactif  (Erba Mannheim ,
www.erbamannheim.com) et 10 pl de sérum
ont été mélangés dans un tube a hémolyse et
le tout incubé au bain marie a 37 °C pendant
10 minutes, puis la lecture a été faite au
spectrophotometre (Kayto Chemistry
Analyser RT-1904 C) a 500 nm contre un
blanc réactif contenant 10 ul d’eau distillée
apres étalonnage par le standard.

Le C-HDL a été dosé, aprés séparation
par précipitation, par la méthode enzymatique.
Le principe du dosage est le suivant: les
chylomicrons, le C-LDL et le cholestérol-
VLDL du sérum sont précipités par le
phosphotungstate en présence de cations
divalents comme le M{. Le C-HDL dans le
surnageant est dosé par la méthode
enzymatique en point final. La séparation du
C-HDL des autres lipoprotéines a été réalisée
comme suit : dans un tube a hémolyse, nous
avons mis 500 pl de réactif de précipitation
(Erba Mannheim, www.erbamannheim.com)
et 250 pl de sérum puis nous avons centrifugé
a 4000 rpm pendant 10minutes. Le C-HDL a
été dosé avec 50 ul de surnageant et 1000 pl
de réactif (Erba Mannheim,
www.erbamannheim.com) que nous avons
incubé dans un tube a hémolyse a 37 °C
pendant 10 minutes et la coloration apparue
lue au spectrophotometre (Kayto Chemistry
Analyser RT-1904 C) a 505 nm contre un
blanc réactif contenant 50 pl d’eau distillée et
apres étalonnage par le standard.

Le dosage des TG a été effectué en
utilisant la méthode de McGowan et al.
(1983). Brievement, 1000 pl du réactif (Erba
Mannheim, www.erbamannheim.com) et 10
pl de sérum ont été mélangés dans un tube a
hémolyse et incubés a 37 °C dans un bain
marie pendant 10 minutes. La densité optique
de la coloration obtenue a été lue au
spectrophotomeétre (Kayto Chemistry
Analyser RT-1904 C) a 505 nm contre un
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blanc réactif contenant de I'eau distillée et
apres étalonnage par le standard.

Les valeurs obtenues a l'issue de ces
dosages ont permis de calculer la valeur du C-
LDL dans chaque sérum par la formule de
Friedewald [C-LDL (CT) — (C-HDL) -
TG/2,2 en mmol/l].

Dosage du C-LDL par la technique de
précipitation au sulfate de dextrane: cette
technique repose sur le principe de séparation
mettant a profit la précipitation spécifique des
B-lipoprotéines par le sulfate de dextrane en
un milieu chloruré calcique de force ionique
bien déterminée. Dans un tube a hémolyse,
nous avons introduit 1000 ul de sérum, 40 ul
de la solution de sulfate de dextrane & 5% et
100 pl de la solution de CaCh 11,10%.
Aprés une incubation de 15 minutes a la
température du laboratoire (20-25 °C), nous
avons centrifugé a 3500 rpm pendant 15
minutes. Aprés décantation suivi du nettoyage
délicat des parois du tube a I'eau distillée pour
s'assurer de [I'élimination totale du
surnageant, le culot de centrifugation a été
redissout dans 500 ul de solution de NaCl 4
M. Le dosage du C-LDL dans la fraction
précipitée a été réalisé avec 10 pl de la
suspension obtenue selon le méme protocole
que le dosage du cholestérol total décrit plus
haut.

Analyse statistique

L'analyse des résultats a été effectuée
a l'aide du logiciel de statistiques Epi-Info
version 6 (CDC, Atlanta). La corrélation entre
la méthode de détermination de C-LDL par la
formule de Friedewald et la technique de
précipitation au sulfate de dextrane a été
étudiée par le test de régression linéaire au
risque de 5%.

RESULTATS
Les substrats lipidiques (CT, C-HDL,
C-LDL, TG) ont été déterminés dans kE=ra
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de 207 sujets. Le Tableau 2 montre la
répartition des valeurs moyennes des substrats
lipidiques selon le sexe par la méthode ayant
utilisé la formule de Friedewald. Le Tableau 3
fait la répartition des valeurs moyennes des
substrats lipidiques selon le sexe par la
méthode de précipitation au sulfate de
dextrane.

Les valeurs du C-LDL obtenues selon
les deux méthodes ont été corrélées. La Figure
1 montre la corrélation entre les valeurs du C-
LDL selon le calcul par la formule de

Friedewald et la technique de précipitation au
sulfate de dextrane chez les 207 sujets. La
Figure 2 montre la corrélation entre les

valeurs du C-LDL selon le calcul par la

formule de Friedewald et la technique de
précipitation au sulfate de dextrane chez les
hommes. La Figure 3 montre la corrélation
entre les valeurs du C-LDL selon le calcul par
la formule de Friedewald et la technique de
précipitation au sulfate de dextrane chez les
femmes.

Tableau 1 Caractéristiques biométriques de la populatiotud'@.

Hommes
(n=113)

Total
(n=207)

Femmes
(n=94)

Age moyen en année

(Moyenne + écart-type)

Taille moyenne en métre
(Moyenne + écart-type)

Poids moyen en kilogramme
(Moyenne + écart-type)

Indice de masse corporelle moyen
(Moyenne + écart-type)

1,72 + 0,06

46,61 +2,97 41,52+3,18 41,49 +3,08

1,61+0,07 1,68+0,07

73,78 £13,49 71,27 £12,04 72,53 + 12,77

25,08 +3,96 27,49+4,39 26,29+4,18

Tableau 2: Valeurs moyennes des substrats lipidiques deleaxe par la méthode

ayant utilisé la formule de Friedewald.

Hommes
(n=113)

Total
(n=207)

Femmes
(n=94)

Cholestérol total en mmol/l
(Moyenne + écart-type)
C-HDL en mmol/l
(Moyenne + écart-type)
C-LDL en mmol/l
(Moyenne + écart-type)
TG en mmol/l

(Moyenne + écart-type)

4,44 +0,62 4,65+0,62 4,52 +0,62

1,43+0,23 1,48+0,26 1,43+0,23

2,57+0,55 2,75+0,60 2,67 +0,58

0,97+0,33 0,92+0,32 0,93+0,32
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Tableau 3: Valeurs moyennes des substrats lipidiques seleaxXe par la méthode de
précipitation au sulfate de dextrane.

Hommes Femmes Total
(n=113) (n=94) (n=207)

Cholestérol total en mmol/I

(Moyenne + écart-type) 4,44+0,62 4,65+0,62 4,52+0,62
C-HDL en mmol/l
(Moyenne * écart-type) 151+0,08 1,48+0,10 1,49+0,08
C-LDL en mmol/l
(Moyenne * écart-type) 291+065 299+0,70 2,93+0,68
TG en mmol/L
(Moyenne + écart-type) 0,98+0,41 0,90+0,35 0,95+0,37
2 y=0,933x + 0,484
_ 4,5 ¢ r2=O:819 r= 6,905
= 4 .
g 3,5
T 25 -
I
T 1.5
I ¢
0,5
g T T T T 1
o} 1 2 3 4 5

LDL Sulfate de dextrane {mmol/l)

Figure 1: Corrélation entre les valeurs du C-LDL selon lecabpar la formule de Friedewald et la
technique de précipitation au sulfate de dextrdmez tes 207 sujets.

y=0,939x+ 0,456
_ 4 20,792 r=0,890
£ 4
3
£ 35 -
£ s
=
© =
g 25
- 2
g
E % -
= *
3 1

05 -

0

0 1 2 3 a 5

LDL sulfate de dextrane (mmol/I)

Figure 2 : Corrélation entre les valeurs du C-LDL selon leeabpar la formule de Friedewald et la
technique de précipitation au sulfate de dextrdmez ¢es hommes.
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®
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1.5

LDL Friedewald (mmaol/I)

0,5 A

y=0,922x+0,531
r?= 0,853 r=0,923

LDL Sulfate de dextrane {mmol/l)

Figure 3: Corrélation entre les valeurs du C-LDL selorddcul par la formule de Friedewald et la
technique de précipitation au sulfate de dextrdmez ¢es femmes.

DISCUSSION

Ce travail nous a permis d’'une part de
déterminer les valeurs du C-LDL par calcul
selon la formule de Friedewald et par
précipitation au sulfate de dextrane, et d'autre
part, de montrer que les deux méthodes
avaient une corrélation positive.

De nombreuses techniques de dosage
du C-LDL ont été décrites (Rifai et al., 1992)
et sont utilisées aussi bien dans les
laboratoires de diagnostic que pour la
recherche. Mais les méthodes directes de
dosage du C-LDL sont les plus couramment
utiisées dans les laboratoires des pays
développés (Smets et al., 2001 ; Miller et al.,
2002 ; McNamara et al., 2006) ; ce qui n'est
pas encore le cas dans les pays du tiers
monde.

Nous avons obtenu des valeurs
moyennes de C-LDL de 2,67 + 0,58 mmol/l
(2,57 £ 0,55 mmol/l pour les hommes et 2,75
+ 0,60 mmol/l pour les femmes) par la
formule de Friedewald et de 2,93 + 0,68
mmol/l (2,91 + 0,65 mmol/l pour les hommes
et 2,99 + 0,70 mmol/l pour les femmes) par la
méthode de précipitation au sulfate de
dextrane. Ces valeurs obtenues par les deux
méthodes étaient plus élevées chez les
femmes, confirmant ainsi les observations de
la littérature (Benlian et al., 2000 ; Bayer et
al., 2005). Les valeurs de C-LDL obtenues
dans notre étude par les deux techniques
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étaient inférieures a celles trouvées par
Benlian et al. (2000) a I'hdpital St Antoine de
Paris sur une population de 442 sujets et qui
étaient de 4,21 =+ 1,38 mmol/l par
ultracentrifugation, de 4,29 + 1,38 mmol/l par
électrophorése en gel d’'agarose et de 3,92 +
1,35 mmol/l par la formule de Friedewald

confirmant ainsi les observations selon
lesquelles le caucasien a des valeurs de C-
LDL plus élevées que le mélanoderme

(Cappuccio et al., 1997 ; Haffner et al., 1999 ;
Sorlie et al.,1999 ; Cohen et al., 2005). Dans
le méme ordre d'idées, Mora et al. (2009) aux
Etats-Unis d’Amérique avaient trouvé des
valeurs moyennes de C-LDL de 3,26 + 0,88
mmol/l par mesure directe et de 3,40 + 0,90
mmol/l par la formule de Friedewald dans une
population féminine de 19777 sujets. Si les
valeurs de C-LDL trouvées dans notre travail
par la formule de Friedewald étaient
inférieures a celles obtenues par la technique
de précipitation comme I'ont signalé Benlian
et al. (2000) pap-quantification, elles étaient
plutdt basses par mesure directe que par la
formule de Friedewald selon Mora et al.
(2009). L'inexactitude de la formule de
Friedewald qui tend a sous-estimer le C-LDL
proportionnellement au taux de TG a été donc
retrouvée dans notre travail comme [l'ont
souligné Benlian et Béréziat (2001).

La corrélation entre les deux méthodes
de détermination de C-LDL dans notre travail
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était positive avec un coefficient de
corrélation r = + 0,905 pour les 207 sujets (r =
+ 0,890 pour les hommes et r = + 0,923 pour
les femmes). Cette corrélation positive et
proche de 1 témoigne de I'exactitude de la
méthode comme I'ont soulignés Vassault et al.
(1999). Benlian et al. (2000), dans une
population de 440 sujets, avaient trouvé un
coefficient de corrélation de + 0,93 entre la
technique d’électrophorése en gel d'agarose et
I'ultracentrifugation et de + 0,95 entre la
technique d’électrophorése et le calcul par la
formule de Friedewald. De méme, Mora et al.
(2009) avaient obtenu une corrélation positive
(r = + 0,976) entre le calcul par la formule de
Friedewald et la technique directe de dosage
de Roche diagnostics.

Du point de vue de la technique, la
précipitation des lipoprotéines au sulfate de
dextrane est un@-quantification non longue
et ni laborieuse comme I'électrophorése en gel
d'agarose et lultracentrifugation. Dans le
procédé qui a été utilisé dans ce travail, il a
fallu 50 minutes pour réaliser le dosage du C-
LDL. Toutefois, cette technique n'est pas
dénudée de contraintes. En effet, les réactifs
utilisés doivent étre préparés au jour le jour et
une décantation délicate s’impose pour éviter
de contaminer la fraction précipitée avec le
surnageant. Le dosage du C-LDL pgr
quantification tout en ne permettant pas
d’éliminer les autres formes de cholestérol
non C-LDL du milieu réactionnel, limite les
erreurs de calcul par la formule de Friedewald
qui dépend de trois paramétres (cholestérol
total, C-HDL, TG) et qui n'est pas applicable
si le taux de TG est supérieur a 4,5 mmol/l.
Au terme de ce ftravail, la méthode de
précipitation au sulfate de dextrane peut donc
étre utilisée pour le dosage du C-LDL dans le
sérum.
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