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Le dosage de la vitamine B-12 peut s’effectuer par différentes métho-
des [(1)-(91)-(123)] : physiques [(13)-(23)-(30)-(41)-(48)-(68)-(76)-(122)],
chimiques [(6)-(7)-(8)-(36)-(60)] et biologiques. Ces derniéres font appel
aux étres supérieurs et aux microorganismes. Elles utilisent le test de
croissance du Rat [(43)-(71)-(85)-(96)-(g7)], de la Souris (g), du Poulet
[(9)-(14)-(15)-(16)-(17)-(18)-(47)-(73)-(108)], des Protozoaires: ILuglena
gracilis [(50)-(90)-(90)], et Ochromonas (42) et des bacilles [(25)-(50)-(70)-
(81)-(87)-(88)-(89)-(121)]. Tidéles aux techniques microbiologiques, nous
n’avons retenu que ce dernier type de dosage.

Successivement, on a utilisé en vue du dosage de B-12: Leuconostoc
citrovorum [(9)-(93)-(124)], Lactobacillus lactis Dorner ATCC8000[(63)-(99)-
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(101)-(102)], Lactobacillus leichmanniz ATCC 318 et 497 [(52 bis)-(64)-(104)-
(r08)-(110)-(111)], Escherichia coli 113-3 [(5)-(10)-(22)-(49)-(58)]. D aprés
SHAW (98), GREENE et col. (40), SKEGGS et col. (103), Lactob. lactis,
comme Leuc. citrovorum, donne des répouses irréguliéres et sa sensibilité
vis-a-vis de la B-12 est variable selon les conditions du milieu. Lactob.
leichmannii n’est utilisable que pour des doses relativement importantes
de vitamine de l'ordre de 20 m, fem?® (11). De plus, tous les bacilles lac-
tiques transforment la thymine en thymidine qui agit comme facteur
de croissance [(9)-(52 bis)-(63)-(99)-(103)-(105)-(119)-(120)-(124)].

Pour ces raisons, notre choix s’est porté sur Escherichia coli dont la
sensibilité est grande (0,5 my /em?®) et I'utilisation relativement facile.

Le but de cette étude est la mise au point d'une technique nouvelle,
dérivée de celle de BURKHOLDER (10) et modifiée dans les modalités
opératoires.

Nous en rappelons le principe général : il consiste a mesurer la réponse
de croissance a la vitamine B-12 d’E. coli 113-3, cultivé sur un milieu
contenant tous les métabolites indispensables sauf B-12. Cette souche a
été obtenue par sélection de cultures traitées aux U. V. de E. coli W
ATCC 9637 (27).

Les essais que nous avons tentés avec la méthode de BURKHOLDER
ne nous ont pas satisfaits et nous ont donné des résultats inconstants.

Des lors, il nous a paru indispensable de faire I’analyse des facteurs
pouvant influencer le dosage, afin de standardiser les différentes phases
opératoires : constitution du milien de base, inoculation, incubation,
extraction de la vitamine B-12 des échantillons, etc... Nous avons été
conduits a4 étudier tout d’abord la biologie d’E. coli en général.

I. — BIOLOGIE GENERALE D’ESCHERICHIA COLI
A. — Définition

Tamille : Enterobactériaceae.

Tribu : Eschericheae.
Batonnet Gram négatif, asporulé, mobile, fermentant le glucose et

le lactose avec formation d’acide et de gaz.
Aérobie facultatif.
Test au rouge de méthyle positif.

B. — Nutrition

Ce microorganisme a trés peu d’exigences nutritives puisqu’il se
développe sur une solution peptonée salée. En 1923, KOSER (65) préconise
le milieu simple suivant :
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POHNH,.....ooiiiiiiiiiiiiiie e 1g
SUCTE it 2 g
NaCl .o e 5g
SOMg, 7 HyO.oo o 0,2 g
4H%(2 .................................... Ig
Eau q@s...coovviiniiii e 1 000 cm?

— Tes sources d’énergie convenables pour E. coli sont trés variées.
Beaucoup de glucides lui conviennent, mais 1’adonitol, I'inuline, la pec-
tine sont rarement utilisés. Le cellobiose et I'x-méthylglucoside ne sont
pas fermentés [(30)-(31)-(32)-(40)-(82)-(83)-(113)]. Les sels de sodium des
acides organiques, tels que acide acétique, malique, succinique, lactique,
mucique, glycérique sont de bons aliments. Mais les acides valérianique,
isovalérianique, caproique, oxalique, salicylique ne sont pas utilisés.
1 acide propionique provoque méme un léger ralentissement de la crois-
sance (67).

Le probléme important est celui de 'acide citrique qui a un effet
toxique sur les aerobacter, mais non sur certaines colonies d’Escheri-
chia. KAUFFMANN (6I) montre que, parmi les variétés microbiennes dites
« citrate + » existent des Escherichia. MITCHELL et LEWINE, en 1938 (75)
établissent les mémes classifications des souches.

— On peut employer comme source d’azote des substances plus ou
moins complexes comme les sels d’ammoniaque, les aminoacides, 1'ura-
cile et I'indol. Mais I'acide urique, I'hydantoine, l'urée et les acides
nucléiques de la levure ne sont pas utilisés [(66)-(75)]. DOOREN DE JONG
(33) classe les produits azotés de la fagon suivante :

E. Coli
Utilise bien Utilise peu N'utilise pas
Urée Allantoine Méthylurée
Arginine Guanine Ethylurée
Ac. Parabanique Ac. urique Thiourée
Alloxane Guanidine
Alloxanthine Créatine
Xanthine Créatinine

Ac. barbiturique

I1 faut signaler un grand besoin d’asparagine (72).

— Parmi les besoins minéraux e role des cathions est difficile a établir
(38). On sait cependant que le Fer, le Cobalt, le Cadmium, le Plomb,
I'Aluminium, le Mercure sont toxiques a certaines doses (35) bien que
le Fer, a doses faibles, favorise les diastases déshydrogénantes (115). 11
faut noter les besoins importants en Magnésium (125).

L/utilisation des anions varie avec la nature de ceux-ci. En général,
I'action bactéricide des acides dépend de leur force (un acide étant d’au-
tant plus bactéricide qu’il est plus ionisé). Pour les acides organiques,
qui sont généralement faibles, vient s’ajouter une action propre du radi-
cal [(21)-(37)-(69)-(77)-(83)-(86)-(100)]. Quoi qu'il en soit, 'action favo-
risante des anions diminue dans l’ordre suivant : sulfate > tartrate -
acétate > chlorure > chlorate > bromure > citrate > nitrate > oxa-
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late (35). Le probléme du citrate a déja été considéré. Le fait que I'acétate,
ainsi que l'acide acétique, ne sont pas défavorables a E. cols nous sera
fort utile dans la suite des opérations du dosage.

— Les besoins vitaminiques de E . coli sont trés faibles, Il1fait la synthése
de riboflavine, des coenzymes I et II, de biotine. Il suffit de 5,8 10 M
d’acide paraaminobenzoique dans le milieu pour combattre les effets des
sulfamides. A doses faibles, les auxines favorisent sa croissance (4).

— Par ailleurs, il a été montré qu’E. coli résiste 24 heures a 1’alcool
a 25° mais succombe aux vapeurs d’éther et de formol [(12)-(76)]. Les
cétones sont de faibles germicides (112). Ces résultats sont intéressants,
car ils permettent l'emploi d’alcool ou d’acétone pour faire I'extraction
des échantillons.

Toutes ces données nous ont aidés a orienter nos investigations et
ont facilité I’étude particuliére du mutant 113-3, en vue du dosage de
la vitamine B-12.

C. — Cinétique de la croissance

En général, la croissance microbienne est caractérisée par quatre
phases. La phase de latence, définie par WINSLOW (114), correspond a des
changements métaboliques au cours desquels les cellules s’adaptent &
leur nouveau milieu et se divisent peu. La durée de cette période dépend
de la densité microbienne (51), de I’dge de I'inoculum (45), de la nature
du milien dans lequel il est repiqué (117), de la température d’incuba-
tion (80). Vient ensuite la phase logarithmique, ou phase de multiplication
active, qui traduit la croissance proprement dite : son intensité [(3)-(118)]
et sa durée [(54)-(57)] dépendent surtout de la température (118). Les deux
derniéres phases, dites stationnaire et de dégénérescence, n’intéressent pas
cette étude si I'on considére la définition du dosage microbiologique.

La seule partie utilisable du graphique de croissance est la fraction
médiane de la courbe en S. Il faut que celle-ci se rapproche le plus pos-
sible d’une droite. Pour cela, le temps de latence doit étre le plus court,
la phase logarithmique la plus étendue et la densité optique finale la
plus élevée pour les concentrations de B-12 les plus fortes.

Les caractéristiques d’un bon dosage microbiologique sont en effet :
un blanc aussi bas que possible (temps de latence), une fraction médiane
de la courbe aussi droite et étendue que possible (phase logarithmique).

II. — PHYSIOLOGIE PARTICULIERE DE E. COLI 113-3

En fonction de ces données, nous avons voulu étudier quelle était
I'influence des facteurs suivants : durée et température d'incubation, nature
de I'inoculum, dans le cas particulier de la croissance de E. coli 113-3.
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A. — Durées d’incubation

Avec un méme inoculum et 4 méme température, nous avons étudié
Pinfluence du temps d’incubation : 5 h., # h., 12 h,, 15 h., 18 h,, 20 h,,
25 h., 36 h., sur la forme des courbes de croissance et sur le résultat
du dosage des échantillons.

Le graphique I montre que, pour des temps trés courts, la forme
de la courbe est une droite de trés faible pente. Bien que les réponses
de croissance soient proportionnelles aux quantités de B-12 apportées,
elles demeurent toujours trés faibles. Le manque de sensibilité des
courbes fait diminuer la précision dans les dosages.

200

lectures au L

pholometre
GRAPHIQUE I soh. —— —————
Durées d'incubation o -
—_— ’__/ —

| my 842
0 005 o1 015 020 025

A partir de 12 heures et au deld, le sommet de la courbe est le méme
quelle que soit la durée d’incubation, mais il est atteint pour des concen-~
trations de vitamine d’autant plus faibles que les temps sont plus longs.
Cela revient & dire que la phase logarithmique est d’autant plus impor-
tante que le temps d’incubation est plus court et c’est ce que nous
retiendrons.

Si T'on étend les recherches au domaine analytique, on voit que les
résultats des dosages, calculés d’aprés les courbes standard correspon-
dantes, sont trés variables. e tableau I montre qu’on trouve la valeur
moyenne la plus élevée avec le temps d’incubation le plus court (5 heures),
mais la courbe correspondante manque de précision par son défaut de
sensibilité. De plus, pour des durées d’incubation aussi réduites, on peut
se demander si le microorganisme a eu le temps de sortir de sa phase de
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latence pour entrer dans la phase logarithmique, phase qui est la seule
a signifier quelque chose pour le calcul des résultats.

TABLEAU I

Résultats en y par g de foie frais

Durée d’incubation Moyennes Extrémes
5 heures 0,42 0,415-0,45
10 heures 0,33 0,31 -0,34
15 heures 0,34 0,32 -0,35
20 heures 0,38 0,33 -0,40

A partir de 12 heures et au dela, pour des concentrations qui corres-
pondent strictement & la phase logarithmique, les résultats sont trés
satisfaisants. Toutefois, pour les temps trés longs, le palier est atteint
trop rapidement pour rendre la courbe utilisable (durée d’incubation
au-dessus de 18 h.).

Ainsi, les temps d’incubation qui donnent les résultats les plus fidéles
et pour lesquels la portion utile de la courbe est la plus large, correspon-
dent 4 des durées s’étendant de 12 4 17 heures. Dans ces limites, bien que
les courbes standard varient dans leur forme, les résultats, eux, restent
invariables. Cela revient a dire que 'on peut choisir sans inconvénient
une de ces durées, a la condition qu’elle soit rigoureusement identique
pour l'extrait et le standard.

Une premiére conclusion est que la durée d’incubation préconisée
par BURKHOLDER gagnerait a étre légérement réduite.

B. — Températures d’incubation

La bibliographie [(3)-(57)] indique que la vitesse de croissance
E. coli est optima a 37°. Rien ne prouve que, pour le mutant utilisé,
il en est de méme. D’ailleurs, si nous construisons, a cette température,
1a courbe de croissance de l'organisme en fonction des concentrations
de B-12, nous nous apercevons que, trés rapidement, elle atteint un
plateau. Dans ces conditions, la phase logarithmique, bien qu’intense,
est trop courte pour étre utilisable 4 des fins analytiques. Aussi, en fonc-
tion du but recherché, nous avons étudié systématiquement toutes les
températures entre 18° et 39°. C’est entre 280 et 30° que la forme de 1a
courbe est la plus satisfaisante.

Le graphique II montre, en effet, qu’a ces températures la crois-
sance maximum est élevée et la partie utilisable de la courbe trés étendue,
puisque celle-ci ne présente pratiquement pas de plateau.

D’an autre c6té, comme U'indique le tableau 11, les moyennes des résul-
tats des dosages des échantillons sont sensiblement les mémes aux diffé-
rentes températures, mais la variabilité des résultats est plus faible 4 30°.
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TaBLEAU II

Résultats en y par g de foie frais

Températures d’incubation Moyennes Extrémes
Résultats impossibles
180 a calculer (voir le graph.)
28¢ 0,32 0,30-0,34
30° 9,35 0’34'0336
36° 0,30 0,26-0,35
39° 0,29 0,26-0,30
C. — Préparation de P’inoculum

Il est certain a priori que les conditions d’inoculation sont suscep-
tibles d’influencer notablement les courbes de croissance.

I’inoculum, dans la méthode originale, est préparé sur un bouillon
de culture a partir de la souche entretenue sur gélose. Cet inoculum est
incubé 10 heures a4 37°. On le centrifuge ensuite et on le remet en sus-
pension plusieurs fois dans du sérum physiologique, pour ne garder que
les cellules microbiennes. Cette technique, qui est longue et minutieuse,
ne va pas sans inconvénient. En effet, CURRAN et Evans (22) ont montré
que les manipulations qui secouent les microorganismes sont néfastes,

7

dénaturent leurs cellules et modifient 'état colloidal du protoplasme.
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Tout porte a croire que les centrifugations suivies de remises en suspen-
sion par agitation présentent les mémes dangers.

Comme le probléme consiste & débarrasser des organismes en bon état
de tout élément influengant le dosage, nous nous sommes demandés si une
simple dilution de I'inoculum ne permettait pas d’atteindre le but cherché.

De fait, pour une méme densité microbienne évaluée par turbidité,
nous n’avons pas trouvé de différences dans la forme des courbes stan-
dard, que linoculum soit dilué ou centrifugé (graphique III),

lecturesau
photometre GRAPHIQUE I

120

Eludes des Inoculum

my B12
0 005 0J 015 020 025

Les moyennes des résultats des dosages calculés 4 partir des courbes
standard correspondantes sont identiques ; mais les réponses sont beau-
coup plus variables si Uinoculum est centrifugé que s’il est dilué. 11
semblerait que la centrifugation, en dénaturant les microbes, modifie la
spécificité de la réponse.

11 fallait rechercher maintenant la densité microbienne la plus favo-
rable. Pour cela, nous avons fait varier les densités optiques des deux
types d’inoculum, « dilué » ou « centrifugé », de 1 4 10 000 et les résultats
obtenus furent les suivants: (tableaux III et IV).

Tasreavx III gr IV

Résultats en y par g de foie frais

Inoculum Densités optiques Moyennes Extrémes
1° Centrifugés
A 385 0,30 0,23-0,42
A/10 000 11 0,32 0,22-0,42
20 Dilués
B 391 0,27 0,22-0,33
B1oo 132 0,32 0,30-0,38

B/10 000 13 0,37 9,35-0,39
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1° Courbe standard. Bien que, pour une méme densité microbienne,
la courbe standard soit identique avec un inoculum « dilué » ou « centri-
fugé », la forme de la courbe change dans les deux cas avec la densité
optique de I'inoculum. Le graphique III montre que le blanc est d’autant
plus élevé et la phase logarithmique d’autant plus courte que les ino-
culum sont plus forts.

Ainsi, les meilleures sensibilités sont obtenues avec les inoculum

faibles.

2° Extraits. D’une maniére générale, les résultats sont d’autant
plus élevés et plus homogénes que les inoculum sont plus dilués. Toute-
fois, pour les inoculum centrifugés, la variabilité est trés grande quelle
que soit la dilution, car on apporte beaucoup de formes microbiennes
aberrantes.

Ainsi, pour la précision des résultats et pour la commodité plus grande
de la technique, nous recommandons d’utiliser des inoculum faibles,
préparés au moyen de la simple dilution, dont la turbidité, mesurée a
I’électrophotomeétre de Meunier, varie entre 10 et 4o0.

En résumé, en plus du fait que nous avons trouvé quelle était la
préparation de l'inoculum la plus facile, tout en donnant le meilleur
résultat, nous aboutissons aux conclusions suivantes : en utilisant des
quantités microbiennes variables, nous reproduisons les mémes effets
qu’en faisant varier la durée et la température d’incubation.

Par conséquent, le seul fait important en vue d’obtenir tel ou tel
type de courbe, est d’avoir dans chaque tube, & un moment déterminé,
une concentration microbienne déterminée, en agissant sur trois fac-
teurs :

— la densité de I'inoculum,

— la température d’incubation,

— la durée d’incubation.

Nous donnerons plus loin les conditions pratiques qui permettent
d’utiliser au mieux ces trois facteurs.

II. — MODIFICATIONS DE LA TECHNIQUE INITIALE

A. — Constitution du milieu

Nous avons utilisé le méme milieu que BURKHOLDER, mais nous en
avons modifié les modalités d’emploi. Il est commode, en effet, d’apporter
certains des éléments en solution. Mais une des raisons les plus fréquentes
d’échecs dans le dosage est que ces solutions s’altérent ou sont polluées
par des microbes ou des moisissures, qui synthétisent la vitamine B-12,
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Un bon moyen de les conserver est la stérilisation. Nous avons donc
effectué des dosages comparatifs avec un milieu o les éléments étaient
apportés frais et un milieu ol les éléments avaient été stérilisés. Les
résultats montrent que la stérilisation n’a aucun effet nuisible sur les
éléments du milieu.

B. — Emploi du eyanure

On sait que la vitamine B-12 ne résiste pas a la chaleur. BURKHOL-
DER préconise ’apport de thioglycolate de sodium dans le milieu en vue
de protéger la vitamine B-12 au cours de la stérilisation. D’autres auteurs
[(44)-(79)-(94)-(107)] pensent que certaines substances réductrices la
protégent a l'autoclave. SKEGGS et col. (104) ont trouvé que l'acide
thiomalique, I'acide thioglycolique, la cystéine, 1’acide ascorbique, I'hy-
drosulfite de sodium et I'acide éthyléne-diaminotétracétique avaient une
action égale de protection de B-1z vis-d-vis de la chaleur. Enfin,
CoOPERMANN et col. (19), WITMENGA (116), ainsi que d’autres auteurs
[{(17)-(79)-(97)], recommandent le cyanure.

Nous n’avons pas voulu employer le thioglycolate 4 cause de ses
inconvénients pratiques et nous avons étudié les modalités d’emploi du
cyanure de potassium.

11 fallait tout d’abord déterminer les doses de cyanure a utiliser.
A T'intérieur de certaines limites, elles ne semblent pas jouer sur la courbe
standard, mais influencent le dosage des extraits comme le montre le
tableau V.

TABLEAU V

Résultats en y par g de foie frais

Concentrations en cyanure Moyennes Extrémes
par rapport & B-12

100 y/my B-12 croissance inhibée en 24 h

4 y/my B-12 0,32 0,30-0,335

°,4Y/m‘f B-12 9,35 0,29-0,335

0,04 v/my B-12 0,28 0,27-0,30

On voit que les teneurs en B-12 d’un échantillon donné apparaissent
d’autant plus fortes que les quantités de cyanure sont elles-mémes plus
élevées. Toutefois, des quantités trop importantes de cyanure, de 'ordre
de 100 mg par y de B-12, inhibent la croissance.

Aussi les doses de cyanure recommandables sont-elles de 4 mg
par v de B-12. Il y a, en effet, intérét 4 maintenir constant le rapport
‘CNK /B-12. Pour cela, le plus simple est d’inclure le cyanure dans l'ex-
trait et dans la solution étalon.
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C. — Dosage proprement dit

a) Solution étalon de vitamine

On la prépare extemporanément. Le mieux est de partir d’une solu-
tion concentrée que l'on dilue au moment du remplissage des tubes.

Deux solutions s’offrent :

— Soit travailler avec un milieu rigoureusement constant et pour
cela utiliser une solution relativement diluée de vitamine, a la dose de
I 4 5 cm?, le milieu de base étant lui-méme concentré deux fois et le
tout amené a 10 cmd.

— Soit tolérer une trés légére variation de volume par tube et
pour cela utiliser une solution dix fois plus concentrée de B-12, a la dose
de 0,1 4 0,5 cm®. Le milieu de base lui-méme n’a dés lors plus besoin
d’étre concentré deux fois. I.e volume final varie entre 5 et 5,5 cméd.
Nous appelons « méthode simplifiée » cette derniére car elle est plus
rapide en réduisant d’un tiers le nombre des pipetages.

Les résultats sont identiques dans les deux méthodes.

b) MilieuYde base

I1 est inspiré de celui de BURKHOLDER et a la composition suivante
pour étre utilisé dans notre méthode simplifiée :

Citrate neutre de Na ......... 05g Histidine . ...............o.... 100 mg
Sulfate d’ammonium.......... 1 g Glycocolle.. ...t 100 Mg
Sulfate de magnésium, 7 H,0... o1 ¢g Asparagine.................... 4 g
Glucose .........coiiiinn. o g Arginine .............. o0l 100 Mg
Proline.. ................... 100 mg Ac. glutamique................. 100 mg
Eau bidistillée qgs . .......... 1000 cm?® | Tryptophane I (—)............. 100 Mg

I1 est évident qu’en employant la méthode officielle, il faut prendre
le méme milieu a double concentration.

c) Température et durée de stérilisation

Dans la méthode de BURKHOLDER, les tubes une fois remplis et
bouchés avec du coton, sont stérilisés 6 minutes & 120°. Nous avons étudié
I'influence des conditions d’autoclavage sur le dosage.

C’est une opération nécessaire, car, outre les possibilités de conta-
mination, I'absence d’autoclavage rend la forme des courbes aberrante
et modifie les résultats du dosage (graphique IV).

Pour des durées d’autoclavage variant de 6 4 15 minutes, il n'y a
pas de différence, ni dans la forme des courbes, ni dans les résultats.
Lorsque le temps dépasse 15 minutes, il se produit une destruction im-
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TABLEAU VI
Résultats en v par g de foie frais
Durées Moyennes Extrémes
Pas d’au—toclavage ..................... 038 0,26-—0,47
6 MINutes I20° +...viinerinninneennnns 0,32 0,30-0,33
12 minutes 1200 ...... . oiiiia 0,31 0,28-0,34
I5 minutes I20° ... ....iiiiiiiniina.., 0,31 0,29-0,35
30 MINULES I30% .. uinnununeriaiinnaans 0,33 0,26-0,39

portante de B-12. Bien que les courbes standard soient encore utilisables
(la destruction étant identique pour I'étalon et pour les extraits), elles
perdent néanmoins beaucoup de leur sensibilité.

D. — Modes d’extraction

La vitamine B-12 est une substance trés soluble dans 1'eau et c’est
pourquoi la premiére facon de 'extraire fut une simple mise en solution
a l'eau froide.

HorrFMANN et col. (55) préconisent 1’eau bouillante. HOEKSTRA et
col. (52) extraient la vitamine B-12 en l'autoclavant en milieu aqueux
a 120°. Par ailleurs, BAcON et col. (2), Novak et col. (76), démontrent
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que, pour avoir des résultats reproductibles, it faut autoclaver. Enfin,
de nombreux auteurs [(20)-(78)-(92)-(93)-(94)] ont préconisé les enzymes
protéolytiques pour extraire toute la vitamine.

Nous avons étudié U'influence de ces différents types d’extraction sur
le dosage. Nous examinerons donc successivement :

— les extractions a chaud ;

— les extractions a froid.

a) Les extractions 4 chaud

Nous avons comparé les résultats de 'extraction au bain-marie a
100° et 4 l'autoclave & 120°. Ce mode d’autoclavage pourrait se faire,
soit en milieu aqueux, soit a différents pH en présence de tampon.

Nous avons vu qu'E. coli supporte bien un milieu contenant des
phosphates et méme de l'acétate. Aussi avons-nous étudié les modes
d’extraction suivants :

— au bain-marie & 100°;

— 4 autoclave a 1209 1 /2 heure:

soit en milieu aqueux,
soit en tampon acide acétique-acétate (pH 4,5),
soit en tampon phosphate (pH 4,55) [(phosphate monopotas-

sique M /15),

soit en tampon phosphates (pH 5,5) (phosphate monopotassique

M/15: 95,5 p. 100 ; phosphate bipotassique M /15 : 4,5 p. 100).

DANIEL et col. (26) avaient montré que I'extraction 4 pH 5,5 don-
nait les meilleurs résultats.

Pour savoir si le corps qui permet 1'extraction n’était pas nuisible,
soit aux propriétés de B-12, soit au microorganisme, nous avons pris
comme référence une solution pure de wifamine B-12 de titre connu,
traitée dans les mémes conditions.

Aprés le traitement thermique, les extraits sont filtrés et dilués de
facon a fournir un titre voisin de la solution standard. Le tableau VII
rapporte 4 la fois les résultats de dosages dans le foie et les résultats
obtenus avec une solution pure de B-12.

TaBrrau VII

Modes d’extraction Foie frais en y/g Solution pure

a o,5 my/cm?®
Eau bouillante ....... ... i 0,33 0,49
Autoclavage ... .. oo 0,31 0,50
Autoclavage, acétate, pH 4,5 .................oon. 0,42 0,50
Autoclavage, acétate, pH 4,5 ramené & 7 ........... 0,36 0,50
Autoclavage, phosphate, pH 4,55.................... 0,26 0,50
Autoclavage, phosphate, pH 4,55 ramené & 7 ........ 0,26 —
Autoclavage, phosphates, pH 5,5 ................... 0,25 0,51

Autoclavage, phosphates, pll 5,5 ramené & 7........ 0,25 0,49
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Sur le plan pratique, 'hydrolyse en milieu aqueux donne des extraits
qui filtrent mal. I, hydrolyse en milieu acétique fournit un précipité fin
qui filtre réguliérement et assez rapidement. I, ’hydrolyse en milieu phos-
phate (soit 2 pH 4,5, soit & pH 5,5) doune un précipité dense, ramassé
en gros agglomérats, ce qui permet une filtration extrémement rapide.

Les valeurs trouvées avec une solution étalon de vitamine B-12
montrent que nos conditions d’autoclavage n’entrainent jamais de pertes ;
par contre, elles interviennent quand il s’agit d’extraire la vitamine
d’un échantillon. Ici c’est un autoclavage en tampon acétate qui donne
les résultats les plus élevés. Il est vraisemblable que les chiffres inférieurs
trouvés avec les tampons phosphates sont le fait d’une rétention de
vitamine dans le précipité.

Nous retiendrons comme moyen d’extraction a chaud l'usage du
tampon acétate a pH 4,5, qu’il est inutile et méme nuisible d’élever par
la suite & pH 7, étant donné que les pH compris entre 5 et 6 conviennent
le mieux a la stabilité de la vitamine B-12.

b) Les extractions a froid

Nous savons qu'E. coli n’est géné ni par des traces d’acétone, ni par
des traces d’alcool. Aussi, 4 la suite de KERESZTEZI (62) et de ComBs (18),
avons-nous comparé ces modes d’extraction. .

I extraction & l'acétone correspond a celle utilisée dans le dosage
de la vitamine B-12 et des antibiotiques de certains A. P. F. (39 bis).
Elle consiste 4 mettre I’échantillon en milieu chlorhydrique (pH 1,5)
dans 'acétone & 60 p. 100 et 4 le laisser une nuit a la glaciére. Le lende-
main, on observe une grosse précipitation et aprés avoir ramené le pH
A 4,5 et chassé le solvant, on filtre et on fait la dilution convenable.

I extraction a 'alcool est encore plus facile, puisqu’elle consiste en
une simple mise en suspension dans 1'alcool a4 66 p. 100.

La filtration des extraits acétonique et alcoolique est excellente,
en raison des précipités fins et denses.

Les résultats donnés par 1’alcool sont faibles. Ceux donnés a la suite
du traitement a 'acétone sont trés satisfaisants, que ce soit avec I'échan-
tillon ou la solution pure. Toutefois la technique & I'acétone est longue
et I'obligation de chasser le solvant rend la méthode difficile et augmente
les risques de perte.

Parmi les différents modes d’extraction décrits, une grande place
a été faite aux diastases [(29)-(59)-(97)-(109)-(x10)]. SCHEID et col. (93)
ont montré que 1'on extrait deux fois plus de vitamine B-12 au moyen
des ferments qui digérent les tissus. Nous avons étudié de ce point de vue
la trypsine, la papaine, la taka-diastase et la mylase P. Le tableau VIII
rapporte les résultats de différents types d’extraction a froid.
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Dans l'ensemble, les valeurs trouvées aprés action des diastases
sont anormalement élevées. Avec une solution qui contient 0,5 my /cm?
de B-12, on en dose 0,7 aprés extraction a la trypsine. Les valeurs trouvées
aprés action d’autres diastases sont moins hautes, mais néanmoins trop
fortes. Ces faits tiennent a ce que ces ferments, la trypsine notamment,
contiennent eux-mémes de la vitamine B-12 comme le montrent les
dosages directs :

Diastases Taux de B-12 en v/100 g
TIYPSINE ottt e i 62
Papaine + taka-diastase ..........oveiiiiiiiiiiiiiiiii 8
Mylase P ooonuneii i e i e s 8

TaBLEAU VIII

Modes d’extraction Foiefraisy/g  Solution pure
4 0,5 mv/cm?

Acétone 0,42 0,49
Alcool 0,29 6,59
Trypsine. ... 0,55 0,70

ylase P oo 0,48 0,62
Taka-diastase + Papaine ................. 0,48 0,58

Aprés ces investigations comparées, le choix d’un mode d’extraction
peut porter sur le traitement a chaud en présence de tampon acétate-
acétique a4 pH 4,5 ou sur le traitement par ’acétone,

IV. — METHODE PRATIQUE

Nous sommes en mesure de tirer une application pratique des obser-
vations faites sur le plan théorique que nous venons d’exposer. Voici,
a ce titre, les éléments d'un essai de normalisation du dosage microbio-
logique de B-12.

a) Milieu d’'entretien des souches

E. cols 113-3 est repiqué sur gélose inclinée dont voici la composi-
tion :

Peptone .......... 25 g ()
Extrait de levure.. .. 0175 g®
GElOSE vvviiui i i 5 g
Eau Qs ccvvieriiiiniiiiniiiiiiiiii it 250  cm®

On fait bouillir une & deux minutes la peptone et la levure. On
filtre et on réchauffe en présence de gélose, on répartit dans des tubes
(8 cm3 environ), on stérilise 17 minutes a 115° et on laisse refroidir en
inclinant le tube.

(1 Bacto Peptone Difco standardized

(?) Difco Bacto Yeast extract deshydrated
(%) Bacto agar Difco standardized.
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On repique la souche, avec une anse de platine tous les 15 jours.
Aprés un jour d’'incubation 4 379 on la conserve & la glaciére.

b) Préparation des extraits

Nous avons vu que les extractions qui donnent les meilleurs résul-
tats sont :

— celle a 'autoclave en présence du tampon acide acétique-acétate,

— celle a l'acétone & froid.

Outre que la méthode a 'acétone est plus longue et plus délicate,
il peut étre nécessaire de stocker les extraits avant de pouvoir les doser.
La méthode 4 'autoclave permet, en plus de Uextraction, de stériliser
I’échantillon. A ce stade, a 1'abri de la lumiére, on peut le conserver
deux ou trois mois. C’est pour ces deux raisons que nous préférons la
méthode d’extraction a l'autoclave a pH 4,5.

Pour cela, un poids connu d’échantillon contenant environ 0,1 vy de
B-12 est mis en suspension dans l'eau bidistillée (10 a 15 fois le poids
sec). On ajuste le pH 2 4,5 (a I'aide de vert de bromocrésol) en versant
2 cm?® de solution d’acétate 2,5 M et environ 1 cm® d’acide acétique gla-
cial. Aprés une demi-heure d’autoclavage & 120° on ameéne d 200 cmd
et on filtre. Cette dilution est nécessaire pour arriver a une concentration
de B-12 de 0,5 my/cm® qui est comparable & celle de I'étalon.

De plus, la dilution ameéne le pH a 5,5 qui est le pH optimum de
conservation de la B-12. L’extrait, ainsi prét pour le dosage, peut étre
conservé a la glaciére obscure pendant 8 4 15 jours.

c) Milieu de base

\

Le dosage consiste 4 apporter d’'une part une quantité constante
(soit 5 cm?®) d’un milieu qui contient tous les éléments nécessaires a
E. coli 4 Uexception de B-12 et d’autre part une quantité connue
de B-12 ou des prises aliquotes d’extraits. On mesure la réponse de crois-
sance du microorganisme en fonction de cette quantité de B-12.

11 est difficile d’apporter un par un les éléments du milieu. Aussi
avons-nous essayé de grouper certains d’entre eux en tenant compte de
leur compatibilité. D’autres, par contre, sont apportés de facon extem-
poranée,

1° SOLUTION D’ACIDES AMINES N° I : AAIL

200 mg de proline et 200 mg d’histidine sont dilués dans un peu
d’eau bidistillée. On chauffe en présence de 1 cm® d'HCl a 20 p. 100. Aprés
solubilisation compléte, on ajuste & 100 cm®. On répartit en flacons et
on stérilise 17 minutes a 115°.
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20 SOLUTION D’ACIDES AMINES N© 2 : AAZ2.

100 mg de glycocolle, 100 mg d’arginine, 100 mg d’acide gluta-
mique et 4 g d’asparagine sont dilués dans un peu d’eau bidistillée. On
chauffe en présence de 2,5 cm® d'HCl & 20 p. 100. Aprés solubilisation

compléte, on ajuste & 100 cmd. On répartit en flacons et on stérilise
17 minutes a II5°.

3° SOLUTION DE TRYPTOPHANE.

Le tryptophane doit étre préparé a part car il est détruit par I'auto-
clavage en milieu acide : 2 g de dl-tryptophane sont dilués dans un peu
d’eau et chauffés a4 700 environ. On ajoute alors exactement la quantité
nécessaire d’HCl & 20 p. 100 pour obtenir une dissolution compléte, on
ajuste ensuite a 1 000 cm?®. Ceci est nécessaire pour éviter la trans-
formation du tryptophane en indol. Un bon moyen pour savoir si la
solution de tryptophane est encore bonne, est de regarder sa couleur ;
une solution rose est a rejeter.

Cette solution est conservée a la glaciére.

4° MELANGE SELS-GLUCOSE.

Il s’agit d’un mélange sec: 5 g de citrate neutre de sodium (CgHj
O,;Nay),, 11 H,O, 10 g de sulfate neutre d’ammonium, I g de sulfate de
magnésium, 7 H,;O et 100 g de glucose sont broyés finement et mélangés

intimement. Ce mélange est conservé dans un flacon de verre foncé 3
la température ambiante.

5° LES PHOSPHATES, monopotassique et bipotassique, sont apportés
séparément et extemporanément i 1’état cristallisé car, en solution, on
ne peut pas les stériliser et ils se polluent trés vite ; en mélange avec le
glucose, ils sont hygroscopiques.

Au moment du dosage on réalise le milieu de base, en apportant les
quantités suivantes. :

pour 1o tubes par litre
AATo o e 2,5 cm?® 50 cm?
AAze oo e 5 cmd 100 cm?
Tryptophane............oooiiiiiiiiin, 5 cm? 100 cm?
Glucose-sels.........ooovviiiiii i, 0,58 g 12 g
Phosphate monopotassique ............... 0,15 g 3g
Phosphate bipotassique .................. 0,35 g 7€
Eau bidistillée qgs.................. ... 50  cm?® 1 000 cm?

Le pH se trouve automatiquement réglé a 6,8 par les phosphates.

d) Solution étalon de B-12

On peut la préparer a partir de solutions titrées du commerce. Nous
partons d’une solution a 10 y par cm?®, On en dilue 10 cm? dans 1 000 cm?
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d’eau bidistillée. On reprend 1o cm?® de cette dilution, on ajoute 4 mg de
KCN et on ajuste 4 100 cm? avec de 1'eau bidistillée. Dans un troisiéme
temps, on pipette a nouveau 5 cm?®de cette solution qu’on améne a 100 cm?,
On utilise donc finalement une solution 4 0,5 my de B-12 et a 2y de KCN
par cm?. La premiére dilution en présence de cyanure peut étre conservée
4 la glaciére comme solution stock pendant un mois.

e) Conduite du dosage

A chaque dosage il s’agit de procéder rigoureusement dans les mémes
conditions pour la solution étalon et les extraits correspondants (méme
milieu, mémes température et durée de stérilisation, méme ensemence-
ment et mémes durée et température d’incubation).

Dans une gamme de tubes 18 X 180 mm, on répartit les quantités
croissantes suivantes : 0 — 0,05 — 0,10 — 0,I5 — 0,20 — 0,25 — 0,30
— 0,35 — 0,40 cm?® de la solution étalon de vitamine. Tous les points
sont faits en double. On opére de méme avec les extraits en utilisant
seulement 5 doses différentes, par exemple (0,10 — 0,15 — 0,20 — 0,25
— 0,30) car il faut que les quantités de B-12 de I'extrait correspondent
3 la partie utilisable de la courbe. On ajoute dans chaque tube 5 cm?
du milieu de base.

f) Stérilisation

Tes tubes ainsi préparés sont bouchés avec du coton et stérilisés
6 minutes a4 120°. Pour le contrdle de cette stérilisation, on a réservé
un tube qui ne sera pas ensemence.

g) Préparation des inoculum

C’est le point le plus délicat et nous avons va combien était impor-
tante la notion de densité microbienne. Aussi, si nous voulons avoir des
résultats reproductibles, est-il nécessaire d’apporter un grand soin dans
Pexécution d’inoculum normalisé. Nous cherchons a avoir une popula-
tion microbienne non altérée par un traitement quelconque, se trouvant
en phase de multiplication active et maintenue dans un milieu contenant
le moins de vitamine B-12 possible. Aussi rejetons-nous la technique de
centrifugation ; nous faisons pousser E. cols dans un milieu qui contient
juste assez de B-12 pour sa croissance ; nous diluons cet inoculum dans
du sérum physiologique au moment de I'emploi.

La préparation de l'inoculum se fait donc en plusieurs temps et
repose sur le principe suivant : afin d’avoir toujours la méme concentra-
tion microbienne des inoculum, il faut avoir une culture de départ dont
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la densité optique soit constante. Pour cela on maintient E. coli en phase
stationnaire (pas de multiplication) a la glaciére.

Bowillon de culture pour inoculum : on dissout a chaud dans 1 000 cm?®
d’eau bidistillée : 10 g de peptone, 10 g d’extrait de levure, 7 g de chlo-
rure de sodium, 2,6 g de phosphate monopotassique, 7 g de phosphate
bipotassique, 5 g de glucose et 25 cm?® d’extrait de foie (}) en présence
de charbon actif. I,e charbon retient une grande partie de B-12 et,
a I’ébullition, il se forme un précipité dont on doit débarrasser le milieu.
Le filtrat est réparti d'une part dans des tubes (8 cm?®), d’autre part dans
des ballons (100 cm?).

Premier temps de la culture micvobienne : le bouillon stationnaire. —
On inocule A I'anse de platine un ballon de bouillon et on laisse se mul-
tiplier le microorganisme a 1'étuve a 37° pendant 3 ou 4 jours, temps
nécessaire pour que tout le glucose soit consommeé. A partir de ce moment,
le microorganisme ne se multiplie plus et on peut fort bien le conserver
un mois & la glaciére.

Deuxiéme temps : inoculum actif. — Au moment du dosage, on a
besoin d’un -microorganisme en phase de multiplication active. Aussi,
trois heures avant le dosage, on ensemence un tube avec 10 gouttes de
la culture stationnaire et on le place a 1'étuve a 30°.

Troisiéme temps : dilution de U'inoculum actif. — Cet inoculum, au
moment de 'emploi, est dilué dix fois dans du sérum physiologique.

h) Ensemencement

Avec une pipette Pasteur, on apporte dans chaque tube de dosage
préalablement refroidi, une goutte de l'inoculum ainsi préparé. Le dosage
de B-1z dans l'inoculum montre qu’il contient de 0,5 a T my /em?.
Comme on le dilue dix fois et que 'on apporte une goutte dans chaque
tube, la quantité de B-12 apportée dans chaque tube correspond 2

0’5

= 0,0025 mv, quantité tout a fait négligeable.
10 % 20 , 5 my, q S1g

i) Incubation

Nous recommandons une incubation variant de 12 a 16 heures dans
un bain-marie a 30°.

j) Titration

La réponse de croissance dans chaque tube est mesurée par néphé-
lométrie & 1'électrophotomeétre de MEUNIER (écran vert).

(%) Extrait de foie Byla.
Annales de Zootechnie. — 1954 7
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k) Calcul

On établit la courbe standard en portant en abscisses les my de
vitamine B-12 et en ordonnées les lectures correspondantes au photo-
meétre. A 1'aide de cette courbe, on détermine la teneur en B-12 des tubes
contenant 'extrait a doser. A partir de ces résultats, on calcule la teneur
de Vextrait grace au facteur de dilution.

1) Validité de la méthode

La méthode que nous proposons est fidéle et donne des résultats
reproductibles. En effet, lorsqu’on surcharge les extraits avec des quan-
tités de B-12 pure, le calcul des résultats permet, dans la partie utilisable
de la courbe, de retrouver le supplément apporté. De plus, les dosages
successifs du méme extrait nous donnent sensiblement les mémes résul-

tats.

TABLEAU X
) my jem?® extrait v /g échantillon frais
Echantillon e — | e it

rerdosage |2¢ dosage|3® dosage|r1eTdosage|2°® dosage|3® dosage

F‘oje I..... e e 0,46 0,46 0,48 0,24 0,24 0,25
I‘(?lq I 0,38 0,42 - 0,31 0,34 0,31
Pénicillium. ...t 0,40 0,36 — 0,0495 0,0445 —
J‘l}s‘de L2000 7TC) 1 0,87 0,80 — 0,218 0,200 —
Fécésderat............ooint, 0,45 0,47 — 2,64 2,76 —

En résumé, la technique que nous proposons dérive de celle de
BURKHOLDER qui utilise E. coli W ATCC 9637 souche 113-3. Cet orga-
nisme répond spécifiquement 4 la vitamine B-12. Il est 1égérement sensible
4 la méthionine, mais 4 des doses 50 000 fois supérieures 4 celles de B-12.
Outre des modifications de détails destinées a faciliter les dosages en série,
les principaux perfectionnements que nous proposons intéressent : I'usage
de CNK comme stabilisant de B 12 pendant l'autoclavage, les modalités
d’extraction qui se fait a 120° pendant une demi-heure en présence d’'un
tampon acide acétique-acétate a pH 4,5, la préparation standard d’un
inoculum basée sur la notion de densité microbienne et la durée de l'incu-
bation. Nous croyons que la technique proposée présente des avantages
de rapidité, de commodité, de sensibilité et de reproductibilité. Elle
convient aux études que nous avons actuellement en cours. Néanmoins,
si on désire 'appliquer a4 d’autres matériels, il serait bon de comparer
ses résultats avec ceux que donne le dosage par Ochromonas, ce dernier
organisme dosant les formes spécifiques de B-12 et non l'ensemble des

Cobalamines.
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