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Summary : La carence en vitamine A (CVA) constitue un véritable probléme de
santé publique et ses conségquences sanilaires sont surtout ressenfies dans les pays en
développemeni. Elles se traduisent par des rerards de croissance chez les enfants et fe
développement de la céeiré nocturne. L'évaluation du stamt en vitamine (VA) des
individus est importante dans Pappréciation correcte de la sitwation dans les processus
d'intervention er lors des esseis d'efficacité ou des études d'impaci. En Afrigue
occidentale, le dosage du rétinol dans les milieux biologiques est réalisé par peu de
laboratoires. Nous rapportons dans ce travail, les résultats de la validation compléte
d’une méthode de dosage du rétinel er de Uacérare de rétinol par chromatogrophie
liquide haute perfermance. Une excellente linéarité est obtenue pour le rétinol et
I'ncérate de rérinot dans {'hexane et d'extractions faites a partir du sérum. La gamme
de hnéarité va de 0,25 pmolipl. & 1.5 pmol/pl pour les dewx substances. Les foux de
recouvremeni sont dans Vintervalle 100 = 10 % er Uérude de fidélité montre des
coefficients de variation inférieurs & 10 %. Cette méthode validée est wiilisée pour la
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détermination des reneury en vitamine A dans le cadre d'une éinde d'évaluation de
{"état de carence en vitamine A en miliew rurat au Burkine Fayo. Elle confirme gue la
carence en vitamine A gst un probidme de santé publique chez des enfanis en dge
scolaire et que desy politiques d’wniventions soni nécessaires.

Mots clés : CLHP, Carence en vitamine A, Burking Faso

Abstract : Viramin A deficiency (VAD) is a major public health problem in developing
couniries with damaging conseguences. It causes growih retardation, xerophialmia
and nduces high level of morbidiy and moriatity among children under five yeurs.
The assessment of serum vitamin A level iy of great wnportance either 1n chnical
diagnosis of viuamin A defictency or in Intervention strategies. In West Africa, few
laboratories perform vicamin A assay and this constitute a major limitation m
eradication policies. We report in this work, the results of vitamin & assay vahidation
by high performance liguid chromatography method using liqiad-liquid extraction and
UV detection. A good linearity was obiained baih for retinol and retinol {internal
standard} either in hexane or i spiked serum. The dynamic range is 0,25 pmol/pL (o
1.5 pmol/ul. The recoveries ai different concentrations were 100 + 10 % and the
precisipns were within 4 10 %. The validated method was used 10 assess serum vitamin
A level among children under five years, parturient women and scholar children in
riral area {Peiil Samba, Burking Faso). The study confirms that vitamin A 15 a reaf
health problem among this population.

Key words : HPLC, Vitamin A deficiency, Burking Faso

1-INTRODUCTION

La vitamine A (VA) est impliquée dans de nombreuses fonctions
de V'organisme humain telles que Ja morphogenése, la reproduction et
la différenciation cetlulaire!!. Son réle dans la vision est parfaitement
élabli et la carence en vitamine A {(CVA) est responsable d’alteinles
visuelles telles que ta xérophtalmie ; cetie demnigre pouvani évoluer
vers la cécité. Le rélinol serait également impliqué dans Ja réduction
de la fréquence et de la sévérité de certaines infections, dont l'infection
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due aux virus de I'immunodéficience humaine (HIV)}® 3 &35 6 f4
carence en vitamine A conceme plus de 250 millions d’enfants Agés
de moins de 5 ans dans le monde. En Afrique occidentale
francophone, on estime que la carence en vilamine A contribue a
57.000 décés par an chez les enfants de 6 4 59 mois- . Par ailleurs,
I'apport adéquat de VA diminuerait le taux de transmission du VIH de
la mére 3 Venfant!'l. Une méta-analyse a montré que dans les régions
olt la CVA est un probleme de santé publique, un enrichissement des
aliments en VA permet de réduire de 23% la moralité chez les enfants
de moins de 5 ans'®. Au Burkina Faso, les données sur la CVA sont
parcellaires et basées sur des enquétes épidémiologiques et des
indicateurs cliniques. Trés peu d'études y ont éi€ conduites sur la
situation de la carence en vitamune A évaluée sur la base du rétinol
sérique. Les seuls résultats disponibles montrent une prévalence de
83% et de 64% de rétinol sérique inférieur & 0,70 pmol/L,
respectivement chez les meres et leurs enfants dans la région de
Kayal® 10

La question de Il'évaluation du statut en VA des individus
représente une importance capitale dans I'appréciation correcle de la
situation, dans les essais d'efficacité ou lors de I'évaluation de I'impact
des interventions. Les méthodes d'évaluation du statut consiste soit en
la mesure directe des stocks de VA de Vorganisme par l'usage des
isotopes stables, soit par Dutilisation de la méthede de la réponse
relative 4 la dose ou sa version modifiée (RDR ou MRDR)! 121 soit
enfin au dosage du rétinol sanguin. Malgré les limites associées au
rétinol  sérique pour apprécier le statut en VA au niveau
individuel!"* '* %1 on recopnait néanmoins qu'il est vatide pour
évaluer l'efficacité des programmes ou pour apprécier la situation des
populations.

Le dosage de 1a vitamine A dans le sérum est décrite par plusieurs
méthodes; la plus utilisée étant celle de la chromatographie liquide
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haute performance!'® 1" ™. Elle est désormais considérée par |'Inemational
Vitamin A Consultative Group (IVACG) comme la plus performante
pour mesurer le rétinol sérique!'® ™. Le but de ce travail est de valider
une méthode de dosage du rétinol sérique par chromatographie liquide
haute performance (CLHP). Cette méthode est utilisée pour la
détermination du réiinol sérique dans le cadre d’une éude d'évaluation
comparative de la carence en vitamine A au Burkina Faso.

11 - MATERIEL ET METHODE

1. Matériel

Les échantillons de sérum, prélevés dans des microtubes de
couleur ambrée saont conservés a =32°C°C, i 1'abri de la lumiere
jusgu'aux analyses. Les standards analytiques de rétinol et d'acétate de
rétinc] sont de pureté analytique et obtenus auprés de Hoffman
Laroche {Suisse}. Le méthanol (CARLO ERBA., Italie) et ’hexane
{(ACROS, France) sont de qualit¢é CLHP. Toutes les solutions
aqueuses ont été faites avec de I’eau distillée et déionisée.

Les analyses sont réalisées 4 1'aide de chaine de chromatographie
liquide haute performance constitu€e d’une pompe de type JASCO
PU-980 (Tokyo, Japon) équipée d’une boucle d’injection de 20 pL et
d’une colonne chromatographique SUPELCO LC-18 (Bellefonte,
USA) de 25 cm de longueur et 4,6 mm de diamétre ; la taille
particulaire étant de 5 pm. La phase mobile est un mélange ternaire
constitué de méthanol (95%) et d’acétonitrile (3%) et d’'eau (2%) 4 un
débit de 2 mL par minute. La détection est faite & 325 nm avec un
détecteur de type JASCO UV 975 (Tokye, Japon). L’acquisition des
données est réalisée par un ordinateur muni d’un logiciel de traiternent
des données de type BORWIN (JMBS, France) et simultanément avec
un intégrateur de type HP 3395 (Hewlert Packard, USA).
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2 - Méthode d’analyse
Toutes les analyses sont effectuées & I'abri de la lumiére blanche et
les contenants des échantillons sont protégés par du papier aluminium.

2.1 - Méthode de validation

La méthode de validation utilisée dans ce travail est celle décrite
par Caporal-Gauthier et collaborateurs [20] et a consisté a déterminer
les critéres de performance d’une méthede de dosage de la vitamine A
sur trois jours ; chaque jour représentant une expérience indépendante.
La validation est entreprise d'une part avec le rétinol et I'acétate de
réiinol diluée dans I’hexane el d’autre pant dans le sérum enrichi de
ces deux substances.

2.2 - Préparation des solutions standards

Pour le rétinol et l'acétate de rétinol, quelques milligrammes sont
dissoutes dans 3 mL d’hexane. Des dilutions au 1/10, 1/100, 1/1000 de
cette solution sont effeciuées. Les densités optiques respectives sont
mesurées & 325 nm. La solution dont la densité oplique est comprise
entre 0,1 et 0.9 est retenue. Sa concentration est alors calculée selon la
formule :

C= D'—O'Xlo-s,ugf’mL
£
(1)

ol D.O est Ja densité€ optique lue, € est le coefficient d'extinction
molaire.

103



J. Soc. Ouest-Afr. Chim. (2005) ; 019 (99-117)

2.3 - Préparation du mélange de calibration

A partir de la solution de référence ainsi préparée et dont la
concentration a é1é déterminde, le mélange de calibration est piréparé
en prélevant des volumes précis de chaque solution de rétinol et
d’acétate de rétinol de maniére 2 obtenir une solution de conceniration
finale aprés reprise de 15 picomoles dans 20 pL pour chaque
composé. Les volumes ainsi prélevés sont réunis, évaporés sous un
flux d'azote et le résidu est repris par 500 ul d’hexane pour obtenir
les concentrations indiquées ci-dessus,

2.4 - Préparation des mélanges de validation dans Uhexane

Les mélanges 2 injecter sont réalisés de la méme maniére que les
mélanges de calibration et ce, 3 partir des standards purs, Des dilutions
indépendantes sont alors effectuées afin d'obienir les concentrations
requises par la gamme de concentrations étudide. Le mélange final
pour chaque niveau de concentration est oblenu en prélevant les volumes
requis. Une fois le mélange réalisé, on procéde 2 une évaporation du
mélange sous un flux d’azote. Le résidu obtenu est ensuite récupéré
dans |’acétonitrile pour constituer le mélange d’injection.

2.5 - Procédure de la validation du rétinol dans le sérum

Un enrichement des sérums ¢n vilamine A suivi d’une extraction et
du dosage ont été effectués. Pour cela, le sérum, dont I’innocuité a été
vérifiée, est exposé durant deux heures a la lJumidre vive du soleil afin
de détruire la vitamine A éventuellement présente. Les dosages des
sérums aprés exposition montrent qu'ils ne contiennent plus de rétinol.
Ces sérums sont alors earichis en rétinol de concentration connue dont
on fait I"extraction et le dosage.

2.6 - Procédure d’extraction du rétinol sérigue

A 200 gL de sérum de 'échantillon 3 doser, 500 gL de solution
d’acétale de réunol (standard inteme) dans de 1'éthanol sont ajoutés et
le mélange est extrait par deux fois dans | mL d'hexane aprés usage
d'un agitateur de type vortex. Apres centrifugation b 3000 1ours par
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minute pendant 5 min 4 -5°C, les phases hexaniques sont réunies et
évaporées sous un flux d'azote. Le résidu est repris dans 200 uL de
méthano]. Une partie aliquote de 20 ul est injectée dans le
chromatographe. Le volume de reprise est calculé de telle sorte que la
solution & injecter ait une concentration de 15 picomoles de standard
interne pour 20 pL.

2.7 - Calcul de la concentration de rétinol dans le sérum

Pour le calcul des concentrations des échantillons en rétinol, deux
déterminations ont été effectuées pour chaque échantillon et la
moyenne a été retenue. La concentration a été calculée a 1'aide de la
(ormule (3) obtenue de Ja maniére suivante :

Apres injection du mélange de calibration, de concentration définie
et comprenant le standard interne, on calcule un facteur de calibration
relatif :

f':Ai* M
: Ca*ASI

(2)
oll J. est le facteur de calibration du rétinol par rapport au
standard interne (S1I), 4 est I'aire sous la courbe ou la hauteur de pic
du rétinol, C‘ est la concentration du rétinol dans le mélange de
calibration. Agy est 1'aire sous la courbe du standard interne' (SI) et

S sa concentration dans le mélange de calibration,

. C . . 3
La concentration — ¥ d’un rélinol dans un échantillon est donnée
par:
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C — _1_* Au\' * SIE
f;' ASIE
(3)

 est la concentration du rétinol dans I'échantillon et " T'aire
. » o e Co
obtenue du pic de rétinol aprés injection de ]’échantillon. et

A . . -
SIE sont respectivement la concentration et 1'aire sous la courbe du
standard interne introduit dans 1’ échantilion.

2.8 - Prélévement des sérums

Les prélévements sanguins ont €té effectués chez des sujets & jeun,
a leur domicile et immédiatement transporlés dans I'heure gui suit au
dispensaire du village. A ce nmiveau, les sérums sont préparés puis
transférés dans des microtubes de couleur ambrée avant de les
transporter dans une glaci¢re au laboratoire. Ces microtubes ont €té
entreposés 4 -32°C jusqu'aux analyses.

111 - RESULTATS ET DISCUSSION

1 - Validation de la méthode

LI - Paraméires de régression

Le tableau T donne les paramétres de régression du rétinol et de
I'acétate de rétinol dans ’hexane el le sérum enrichi. Ces paramétres
sont issus des données de validation entreprises sur trois jours. Ils
représentent les valeurs issues du traitement statistigue d’ensemble de
ces données et donne une estimation réelle de la variabilité des
dosages de plusieurs séries indépendantes faites sur les trois jours de
vahidation. On peut remarguer qu’'une excellente linéarité est obtenue
sur la gamme des concentrations analysées pour le rélinol et I’acétate
de rétinol aussi bien dans 1'hexane que les sérums enrichis sur une
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gamme de concentration allant de 0,25 pmol/pL 4 1,50 pmol/pl.. Les
coefficients de détermination sont proches de I'unité et les analyses
statistiques faites sur les pararmélres montrent que les pentes mesurées
sont hautement significatives (p<0,005). Les ordonnées 4 I'origine ne
sont pas significativement différentes de zéro comme ’altesient les
valeurs des écarts types d’estimations paramétriques. La comparaison
des pentes des analyses réalisées dans I’hexane et dans le sérum ne
sont pas non plus significativement différentes, ce qui montre un
comportement chromatographique identique des deux substances dans
les deux martrices et une procédure d'extraction adéquate. La gamme
de concentration ot une bonne linéanté et exactiide sont obtenues dans
cette étude présente un profil similaire & celle obtenus par d’autres
auteurs dans les mémes conditions nolamment de détection’!” 2!,

Tanpav [« Paramétres de régression obtenus lors de la validation du
rétinol et de Pacétaie de rétinol

Composés Paramétres de régression

Concentration Pente Crdonnde  Coefiiciemde  LOQ  LOD

{pmolL} moyenng moyen & détermination
(o) {ongine

Rétinol 0,25-1.50 2807 501 0,995 o1 0,03
{hexane) (43)* 8
Rétinol 0,25-1,50 2886 -424 0,999 10 0,03
{sérum) (16} (318} 8
Acétate de 0,25-1,50 3275 -3106 0,993 01t 0,03
rétinol (56) 1087y 6
(hexane)
Acétale de 0,25-1,50 2871 <143 0,959 0,12 0,03
rélinol (23) {448) 8
{sérum)

* Les chilfres entre parenthéses sonl les écarts types d'estimation
paramélrique {n=3} . LOQ : limite de quantification ; LOD : limite de détecuon
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1.2 - Exactitude de la méthode

L’exactitude de la méthode est estimée en calculant les valeurs de
recouvrement des différentes concentrations par rapport a la droite de
régression. Nous avons d’une part effectué ce calcul pour chaque jour
de validation et ensuite traité 'ensemble des données par rapport & la
droite de régression moyenne. Les résultats sont donnés au tableau 11.
Les taux de recouvrement obtenus pour les mesures aprés extraction
varient de 95 4 105 % des valeurs nomunales. Ces pourcentages de
recouvrements montrent que la méthode d’extraction utilisée est tres
efficiente. Les taux de recouvrements aux différentes concentrations
analysées & partir d’ajouts dans le sérum vont de 93 4 103 % par
rapport 3 la droite de régression dans 1’hexane aussi bien pour le
rétinel que pour ’acétate de rétinol. .’acétate de rétinol est le standard
interne utilisée dans ce travail. Plosieurs auteurs 'utilisent comme
standard interne et la revue de la littérature montre que {'acétate de
rétinol est méme le référentie) de standard interne dans le dosage du
rétinol"® ¥ Ces résultats montrent que le dosage du rétinol peut
s’effectuer dans nos conditions avec une exactitude suffisante.
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TaBLEAU [ : Taux de recouvremeni en pourcentage aux différentes
concenirations mesurées par rapport G la droite de régression

Compasés Niveau de concentration {pmol/pL}
0,25 0.50 0,75 1,00 1.25 1.5
Réunol 94,36 103.20 99,66 100,09 58,98 100,49

{hexane) (127 429 (7,72} 317 (2,03} (1,48}

=

Rétinol 95,46 100,51 58,63 100,06 100,39 99,81
(sérum) (1,68) (4.52) (3.97) (2,81) (L51) (0,73}

Acélate de 03,40 100,59 131,53 99,10 96.67 101,50
rétinol {7,60) (3.68}) (3,10} G.7h (1,30} (2,20}
{hexane)

Asne Uhavane

Acétate de 05.68 10526 101,06 10305 101,22 100,39
rélinel (sérum) (1,76} (4,79 (3,60} @70 (3.75) (0.84)

* Les chiflres enire parenthéses représentent les écans types de recouvrements

(n=3)

1.3 - Fidélité de la méthode

La fidélité de la méthode est estimée en cffectuant pour-chaque
Jour, rois dilutions indépendantes pour les concentrations intermédiaires
(0,75; 1,00 et 1,25 pmol/uL). Les résultats rassemblés au tableau II1
représentent les variabilités sur les trois jours de validation. Ces
coefficients de vanation sur 'ensemble des trois concentrations
éludiées el sur les trois jours de validation varient de 0,69 3 3,78 %. lls
montrent une reproductibilité acceptable pour la méthode pour chacun
des composés dosés aussi bien dans Yhexane que dans le sérum et
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permet d’envisager |'utilisation d’une telle méthode aux fins de dosages
précis.

TaBLEau 111 : Cogfficients moyens (%) de variation des taux de
recouvrement aux concenirations intermédiaires (n=9)

Composés Niveau de concentration {pmol/uL)
0,75 1,00 1,25
Rétinol (hexane} 210 218 225
Rétinol (sérum) 1,74 1,97 0,63
Acélale de réunol (hexane) 3,78 2,34 1.23
Acéuate de rétinol (sérum) 284 1,86 1,07

1.4- Méthode d’extraction

Plusieurs méthodes d'extraction du rétinol dans le sérum sont
décrites dans la littérature. Certains auteurs font de I'extraction solide-
liquide!'® 2, Cependant, ’extraction liquide -liquide a la préférence de
la plupart des auteurs. C’est ainsi que Taibi et coll” uiilisent un
mélange éthanol-choloroforme pour 'extraction de la vitamine A du
sérum, Il est connu de nos jours que le chloroforme est toxique et son
utilisation est de plus en plus limitée. L’extraction liguide-liquide
utilisant I’hexane est la plus rencontréel’™ 2 #L L’extraction par
I’hexane donne de bons résultats comme ['atiestent les résultats de
cette étude Cette méthode est simple et facile & mettre en euvre dans
les laboratoires des pays du sud. . Le siandard interne utilisé dans cette
validation présente des critéres de performance telle qu’on peut
Vutiliser dans le dosage en toute confiance.
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1.5 - Limite de détection et de quantification

Ies limites de quantification calculées sont respectivement de 0,10
pmol/ul. pour le rétinol et de 0,12 pmol/pL pour 1'acétate de rétinol
(Tableau I). Les limites de détection sont de 0,038 pmol/uL. pour les
deux composés. 11 faut souligner que la détection UV convient pour le
travail de routine de nombreux laboratoires mais que sa sensibilité
n'est pus la meilleure. Ainsi des méthodes de détection plus fines comme la
détection de masse permet de travailler avec des concentrations de
[’ordre de la centaine de femtomoles par microlitre!).

1.6 - Robustesse de la méthode

La figure 2 montre I’évolution au cours du temps, du rapport (r) de
{2 surface du standard de I'acéiate de rétinol sur la surface du standard
de rétinol. Elle montre que la méthode est stable et robuste, le rapport
r étant toujours dans I'intervalle de confiance mesuré.
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FIGURE 2 : Evolution du rapport r de ta surface du standard de Uacétate de
rétingl sur la surface du standard de rétinol. M est la valeur movenne de ce
rapport, s est Pécart fype

140

r

1.30
1.20 1
1,40 1

1.00

0,90 -

0.80

0.70 A

.60 T T —— v T T T T T ——

¢ 2 4 & 10 12 16 20 22 EL]

Temps (mols)

2 - Application a la détermination du rétinol sérique chez les
enfants et les femmes

Nous avons utilisé cette méthode de dosage du rétinol sérique a 75
enfants et 75 femmes du village de Petit Samba au Burkina Faso, dans
le cadre de I'étude de base d'une intervention de lutie conire la carence
en VA. Les enfants et leurs méres onl €€ aléatcirement choisis selon
la méthode de grappe. il sagissait d'enfants d'dge scolaire, beaucoup
plus représentés dans la classe de 72 & 96 mois (60 %) avec 56 % de
sexe masculin. Parmi eux, seulement 44 % étaient inscrits 4 )'école. La
rétinoléme moyenne obtenue chez les enfants d'ige scolaire élait de
0,74 pmol/L avec un écart type de + 0,25 pmol/L. Cette moyenne est
quasi égale au seuil de 0,70pmol/L en dessous duquel on considére
qu’un sujet présente un déficit sérique en vitamine A. Les analyses ont
révél€ que 47,4 1 11,3% des enfants présentent une teneur sérique en
rétinol inférieure 2 0,70 umol/L et celte tendance est surtout marqué
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dans la tranche d’age de 6 & 8 ans. La prévalence des faibles
rétinolémies était de 15,1 + 8,2% chez les femmes et le pourcentage
était de 31 % chez les femmes enceintes. Dans une localité rurale
autour de la ville de Kaya, une prévalence bien plus élevée avait été
trouvée chez des femmes de la méme tranche d'dige et dans le méme
état physiologique. En effet. sur 240 femmes é&iudiées, 65% dentre
elles présentaient de faibles teneurs sériques en rétinol!'®. La relative
meilleure sitvation des femmes du village de Petit Samba, pourrait
€ire attribuée aux actions de sensibilisation qui y sont menées depuis
12 mois par I'Association frangaise Youndzondo.

Nos résultats ont permis de montrer que la carence en VA dans le
village de Petit Samba constitue un probléme de santé publique,
puisqu'elle touche plus de 20 % des enfants d'dge scolaire et des
femmes en age de procréer’® ' Ces données constituent les toutes
premiéres a notre connaissance sur la situation de la carence en VA
chez des enfants d'dge scolaire au Burkina Faso, évaluée par le réiinol
sériqgue mesuré par CLHP. L'importance de tels résultats est d'une part
d'aturer I'attention sur la situation de la carence dans cette catégorie, el
d'autre part de fournir des justifications & la prise en compte des
écoliers, peu souvent ciblés dans les siratégies nationales de luue
contre les carences en micronulriments.

IV - CONCLUSION

Nous présentons dans ce travail, les résultats de la validation
compléle d'une méthode de dosage du rétinol et de 1’acétate de rétinol
par chromatographie liquide haute performance. La méthode présente
une bonne linéarité, une bonne exactitude et une bonne précision. La
détermination des teneurs en vitamine A dans le cadre d’une éude
d’évaluation de 1'état de carence, a éi€ effectuée dans le village en
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milieuw rural (Petit Samba) au Burkina Faso. Cette étude montre que la
carence en vitamine A en milieu préscolaire est importante et que le
suivi analytique des interventions dans le cadre de la lutte contre les
carences en vitamine A dans la sous région Afrique de 1'Quest,
particulierement au Burkina Faso, est possible.
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