Annales de Toxicologie Analytique, vol. XVIII, n° 3, 2006

[ettre a la rédaction :

Dosage de 1’éthylene glycol
par une méhode enzymatique

Letter to the edidor :

A rapid enzymatic assay for ethylene glycol

Elodie SAUSSEREAU, Christian LACROIX, Jean-Pierre GOULLE

Laboratoire de Pharmacocinétique et de Toxicologie Cliniques Groupe Hospitalier du Havre

BP 24 - 76083 LE HAVRE CEDEX

(Recu le 10 avril 2006 ; accepté apres modifications le 13 juillet 2006)

Le diagnostic d'intoxication aigué par l'éthylene glycol
doit étre systématiquement évoqué devant un syndro-
me ébrieux, un coma ou des convulsions sans étiologie
évidente, lorsque le bilan biologique révele une acido-
se métabolique avec une augmentation des indosés
anioniques, les lactates n'expliquant pas le trou anio-
nique. Les intoxications graves peuvent se compliquer
d'insuffisance rénale aigué, d'incompétence cardiaque
et de défaillance multiviscérale. Ces complications sont
liées a la précipitation de cristaux d'oxalate de calcium,
terme ultime du métabolisme de 1'éthyléne glycol dans
les tissus. Le traitement de cette intoxication consiste a
inhiber le métabolisme de I'éthyleéne glycol par le 4-
méthylpyrazole ou fomépizole, inhibiteur compétitif de
I'alcool déshydrogénase ; ce traitement antidotique est
parfois associé a I'hémodialyse (1-5). Le laboratoire
peut contribuer a une meilleure prise en charge de telles
intoxications par une détermination rapide et fiable de
I'éthylene glycol dans le sang mais également de 'aci-
de glycolique [6]. Pour 1'éthyleéne glycol, la chromato-
graphie en phase gazeuse, largement décrite (7-10),
ainsi que la chromatographie liquide (11, 12) sont des
techniques qui restent difficiles a mettre en ceuvre dans
le cadre de l'urgence. Une méthode de dosage enzyma-

tique décrite par Standefer (13), dont le principe a été
étudié initialement par Hansson (14), a été adaptée sur
I'analyseur Cobas Mira (Roche) (15). Cette méthode
fait appel a I'oxydation quantitative de 1'éthyléne glycol
par la glycérol déshydrogénase, en présence de NAD
suivant le schéma réactionnel suivant :

Glycérol déshydrogénase

Ethyléne glycol —— > Ethyléne glycoloxyde

NAD ~~ X\ NADH + H*

Initialement cette méthode a été décrite et adaptée avec
la glycérol déshydrogénase produite par Enterobacter
aerogenes (Boerhinger), la glycérol déshydrogénase
produite par Aspergillus niger ne présentant pas les cri-
teres de spécificité suffisants pour étre utilisée (15, 16).
La société Boerhinger ne commercialisant plus cette
enzyme, nous avons adapté la méthode avec la glycérol
déshydrogénase produite par Cellulomonas sp (Sigma)
a la demande de nombreux utilisateurs. Contrairement
a l'enzyme extraite d'Enterobacter, celle issue de
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Cellumonas convertit le propyléne glycol sans interfé-
rence significative de 1'éthyléne glycol ou du glycérol
dans des conditions opératoires bien choisies (17).
Lorsque 1'échantillon contient du propyléne glycol ou
du glycérol, un phénomene d'inhibition affectant les
résultats d'éthylene glycol peut-&tre observé (17). Ce
probléeme peut-étre corrigé par I'addition de glycéroki-
nase et par l'adjonction d'une étape de recirculation du
NADH (17).

Les réactifs

-Solution de glycérol déshydrogénase de Cellulomonas
sp a 250 unités (Sigma, réf. G 3512) obtenue apres
reconstitution avec 10 mL de sulfate d'ammonium a
300 mmol/L (pH = 10). La conservation se fait a + 4°C
pendant 2 mois.

- Solution de nicotine amide dinucléotide (NAD) a
40 mmol/L. (Boehringer, réf. 127973) : 0,52g dans
20 mL de sulfate d'ammonium a 300 mmol/L. La solu-
tion est stable un mois a + 4°C. Il est nécessaire d'ajus-
ter extemporanément le pH du volume nécessaire de cette
solution de NAD a 10 pour la réalisation du dosage.

- Ethyleéne glycol (Sigma, réf. E 9129). La gamme éta-
lon est préparée dans un sérum exempt d'éthylene gly-
col (Sérum Technicon Miles, Bayer, réf. T 031220 ;
AMM D86920), surchargé en éthylene glycol (concen-
trations finales : 0-2,2-4,5-9,0-18,0-36,0 mmol/L), puis
congelé par fractions de 0,2mL.

La méthode

- Le réactif déclenchant est obtenu en mélangeant
0,85 mL de la solution de glycérol déshydrogénase et
1,2 mL de la solution de NAD. Les quantités sont dou-
blées en cas de calibration.

- Le recalage de la calibration est réalisé a partir d'un
point a 18,0 mmol/L.

- Le dosage est effectué sur du sérum apres déprotéini-
sation, volume a volume, par l'acide trichloracétique
(ATCA, réf. Merck 811) a 5%. Cette déprotéinisation
permet d'éviter les interférences des prélevements icté-
riques, lactescents et hémolysés.

- Les conditions de programmation sont les suivantes :
I'échantillon (3 pL) est prédilué avec 40 uL. d'eau. La
mesure est effectuée a 340 nm apres ajout du réactif
enzymatique. Les mesures sont réalisées entre les
cycles 4 (100 s) et 18 (450 s).

- Les résultats sont exprimés en mmol/L.

- Dans un cadre médico-l€gal, toute analyse positive
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doit étre confirmée par chromatographie en phase
gazeuse.

Les interférences

Un mélange de sérums exempts d'éthylene glycol est
additionné des molécules suivantes a la concentration
de 100 mmol/L.

- Absence d'interférence : acétone, diéthylene glycol,
éthanol, 2-butoxy-éthanol, glycérol, lactate, méthanol,
1-2 propanediol, 1-3 propanediol, propanol.
- Interférence significative : 2,3-butanediol.

L'interférence du propylene glycol en présence d'éthy-
Iene glycol a été étudiée avec le sérum d'un patient dont
la concentration en propyleéne glycol, déterminée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spec-
trométrie de masse (18), était de 191 mg/L
(2,5 mmol/L). L'analyse de ce sérum a révélé 1'absence
d'éthyleéne glycol par chromatographie en phase gazeu-
se ainsi qu'avec la technique enzymatique décrite. Nous
avons réalisé le dosage de 1'éthylene glycol apres une
surcharge de cet échantillon avec 9 mmol/L d'éthylene
glycol ; la concentration obtenue avec la technique
enzymatique présentée était de 8,7 mmol/L.

Tableau I : Validation de la méthode.

Limite de détection 0,21 mmol/L soit 13 mg/L

Limite de quantification 0,45 mmol/L soit 28 mg/L

Répétabilité CVO05a7%
Reproductibilité CV22a42%
/ /
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