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RÉsUMÉ LONG 

La vitamine D joue un rôle essentiel dans la formation des os et des cartilages. Au Canada, en 

raison de l'exposition limitée au soleil, le lait et les produits laitiers fortifiés deviennent la 

source majeure de vitainine D dans le régime alimentaire de l'être humain. Cependant comme 

reporté dans plusieurs enquêtes épidémiologiques réalisées au Canada et aux États-unis, le lait 

fortifié contient rarement la quantité de vitamine D indiquée sur l'étiquette et se retrouve donc 

surfortifié ou sousfortifié. Ces deux situations peuvent être néfastes pour la santé humaine et 

un contrôle de routine effectué systématiquement sur tous les lots produits s'avère donc 

nécessaire- 

Les méthodes chrornatographiques et biologiques sont les méthodes actuellement utilisées pour 

le dosage de la vitamine D dans le lait. Ces méthodes exigent souvent des étapes critiques de 

saponification et d'extraction qui les rendent coûteuses et limitées en termes de rapidité, de 

spécificité et de sensibilité. Le développement d'une méthode alternative beaucoup plus rapide, 

spécifique et sensible demeure une priorité et o f i a  sans doute à l'industrie laitière un ouul 

plus efficace pour effectuer ce type de contrôle. L'objectif général de ce projet est de 

développer une approche immunoIogique basée sur I'utilisation d'anticorps polyclonaux 

spécifiques pour la détection de la vitamine D dans les produits fortifiés. 

Le présent travail est divisé en trois parties : 

La première partie constitue d'une part par la revue de littérature dans laquelle les principes de 

base relatifs au métabolisme et au rôle de la vitamine D dans la santé sont présentés et d'autre 

part d'une description des méthodes de dosage de la vitamine D dans les aliments telles que les 

méthodes biologiques et analytiques et du potentiel des méthodes immunologiques en 

diagnostic agro-alimentaire. 
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INTRODUCTION 

Les vitamines sont des composés organiques, essentiels à la vie, qui entrent dans la composition 

du corps humain mais en très faible quantités. Ne pouvant être synthétisées par l'organisme, les 

vitamines doivent donc provenir de i'alimentation même si, pour certaines d'entre elles, elles ne 

représentent que 1/500 000 du total des ingesta journaliers. La déficience en vitamine cause 

des troubles caractéristiques et peut même entraîner la mort. 

La vitamine D est une vitamine parmi celles dont un supplément est souvent nécessaire pour 

atteindre la dose journalière requise pour un adulte. En effet, les aliments sont des sources 

pauvres en vitamine D. L'exposition au soleil, les préparations commerciales de vitamine D et 

particulièrement les produits fortifiés demeurent essentiellement les seules sources de vitamine 

D pour les humains. 

Au Canada, en raison de l'exposition limitée au soleil, le lait et les produits laitiers fortifiés 

d e v i e ~ e n t  la source essentielle de vitamine D dans le régime alimentaire. La consommation 

des doses recommandées de vitamine D ne cause pas de problème. Cependant, une déficience 

ou un excès de vitamine D sont souvent associés à des disfonctions sérieuses à la santé. Tel 

que rapporté dans plusieurs enquêtes épidérniologiques réalisées au Canada et aux États-unis, 

le lait fortifié contient rarement la quantité de vitamine D indiquée sur l'étiquette et peut être 

soit « sur-fortifié » ou « sous-fortsé ». Les deux cas sont néfastes pour l'humain. La 

déficience en vitamine D entraûie une incapacité de maintenir des concentrations normales en 

calcium et en phosphore dans le sérum. Ceci est souvent accompagné par une déperdition 

accélérée des os et entraîue subséquemment I'ostéornalachie, désordre de la minéralisation des 

os accompagnée de douleur, de difformités osseuses et de kactures multiples. Chez les enfants, 

la déficience en vitamine D conduit au rachitisme. Les patients ayant une intoxication à la 

vitamine D montrent des symptômes cliniques variés incluant une perte de poids avec anorexie, 



constipation et vomissements. Un contrôle plus rigoureux du procédé de fortification est donc 

nécessaire pour éviter ces accidents. 

Les méthodes traditionnelles, incluant les méthodes biologiques et chromatographiques, 

utilisées pour la quantincation de la vitamine D sont longues, peu sensibles, peu spécinques et 

coûteuses. Les méthodes biologiques reposent principalement sur la mesure de la 

minéralisation des os d'animaux supérieurs. Les méthodes chromatographiques sont 

compliquées à exécuter exigeant des étapes de saponification et d'extraction longues dans 

lesquelles une quantité non négligeable de vitamine est perdue. De plus, une ressource humaine 

spécialisée est souvent nécessaire pour effectuer ces méthodes, ce qui les rend inconvenables 

pour une utilisation routinière. 



CHAPITRE 1 

1.1.1 Structure et caractéristiques chimiques de la vitamine D 

La vitamine D fait partie d'un groupe de composés chimiques distincts, les stérols. Elle possède 

un poids moléculaire de 384 Da et une structure chimique relativement simple (figure 1.1). 

Figure 1.1 - Structure chimique de la vitamine D3. 



La vitamine D fait partie des vitamines liposoiubles, Eue est insoiuble dans l'eau et soluble dans 

les solvants organiques avec un coefficient d'extinction molaire de 18 300 dans l'alcool ou 

i'hexane. Son point de fusion est de 8485°C. Eiie possède une absorption maximale dans la 

région ultraviolette à 264-265 ML 

La vitamine D est très résistante à la chaleur ainsi qu'aux acides et aux bases. Cependant, elle 

est très instable à la lumière et s'oxyde facilement lorsquielle est exposée à l'air pendant 24 à 72 

heures. 

1.1.2 Source de vitamine D chez l'humain 

Chez les êtres humains, la source de vitamine D se présente sous forme exogène ou endogène 

(Yendt, 1994). 

1.1.2.1 Sources endogènes 

La vitamine D endogène est synthétisée par la peau à partir d'un précurseur, le 7- 

déshydrocholest6rol(7-DHC) également appelé ergostérol ou provitamin Dn retrouvé dans les 

plantes. Le 7-DHC est localisé dans la couche malpighieme de la peau (Machlin, 199 1). Les 

rayons solaires ultravio1ets-B (UVB) (290-3 15 am) initient la synthèse cutanée de la vitamine D 

par la photo-conversion du 7-DHC en prévitamine D3 (ergocaiciférol) lequel après une période 

de deux à trois joun à la température du corps est spontanément transformé en choIecaIciférol 

(Webb et al., 1988). Certains facteurs peuvent influencer la production de vitamine D par la 

peau, parmi lesquels I'irradiation solaire terrestre, l'âge, le contenu en mélanine de la peau et 

l'usage des écrans solaires (McKema, 1991). Les hegalités entre les différentes régions du 

globe dans la synthèse de la vitamine D endogène peuvent être expliquées par la variation de 

l'intensité de la radiation durant l'année. Au cours de l'hiver, il n'y a pas de changement dans 

la production de la vitamine D dans les latitudes subtropicales. Cependant, cette production est 

considérablement réduite dans les basses latitudes et complètement arrêtée durant 4 à 6 mois 

dans les hautes latitudes. 



Au Canada par exemple, les rayons solaires sont filtrés à un angle plus oblique à travers la 

couche d'ozone atmosphérique, ce qui réduit les radiations UVB atteignant Ia surface de la 

terre. Par conséquent, Ia production de vitamine D au niveau de la peau cesse d'octobre à la fin 

février dans la plupart des régions du Canada. À Edmonton, situé au nord du 52' parallèle, 

cette production cesse jusqu'à la fin mars. Pour cette région, les apports en vitamine D 

contenus dans les aliments fortifiés et dans les suppiéments deviennent la majeure et peut-être la 

seule source de vitamine D pour Ies habitants (Webb et al, 1990). 

1.1.2.2 Sources exogènes : les aliments fortifiés 

Les sources exogènes sont très rares puisque dans Ia nature, on ne retrouve pas de sources 

riches en vitamine D autres que certaines huiles ou tissus de poissons. D'autres aliments tek 

que le foie, le lait et le jaune d'œuf peuvent contenir de petites quantités de vitamine D mais pas 

sufiamment pour satisfaire les besoins quotidiens d'un adulte (tableau 1.1) d'où l'importance 

des aliments fortifiés. 

Tableau 1.1 - Contenu en vitamine D de quelques aliments non-fortifiés. 

Aliments Contenu en vitamine D (UV100g) 

Beurre 

Fromage 12 

Jaune d'œuf 

Foie de veau (cru) O- 15 

Lait de vache 0,34 

Source : Boo her and al. (1942) 



Au Canada et aux États-unis. environ 85% du lait commercial et presque tous les laits 

évaporés sont foaifés en vitamine D (Webb et al, 1990). Le lait convient spécialement & la 

fortification puisqu'il contient du calcium et du phosphore dont i'absorption est facilitée par la 

présence de vitamine D. Au Canada, le lait et la margarine sont fortifiés en vitamine D afin de 

rencontrer les normes fédérales. Ces aliments constituent la source majeure de vitamine D chez 

la plupart des individus. 

Des récentes constatations sur l'intoxication ou la carence en vitamine D ont suscité des 

questions concernant la quantité réelle de vitamine D ajoutée dans le lait et les produits laitiers 

fortifiés. Une récente enquête, conduite au Canada et aux États-unis, a clairement montré que 

le lait et les formules pour nourrissons contiennent rarement la quantité de vitamine D indiquée 

sur l'étiquette (Cottrel, 1988 et Holick et al., 1992). Chen et a1.(1993) rapportaient récemment 

que 80% des échantillons de lait pris aux États-unis contenaient 20% de moins ou 20% de plus 

de vitamine D de la quantité indiquée sur l'étiquette. Les résultats dans les échantillons de lait 

pris au Canada montraient que 73% des échantillons contenaient moins que 80% ou plus que 

120% de la quantité de vitamine D requise. Quatorze pourcent des échantillons ne contenaient 

pas de vitamine D détectable alors qu'un échantiilon de lait entier contenait 363% de la quantité 

indiquée sur 1' étiquette. 

1.1.3, Devenir de la vitamine D dans l'organisme 

La vitamine D est biologiquement inactive et doit donc subir plusieurs changements chimiques 

dans l'organisme avant de devenir active (figure 1.2). Il est connu que pour produire ces effets 

biologiques, la vitamine D doit être hydroxylée aux positions C-1 et C-25. À noter que 

seulement 50% de la dose de vitamine D ingérée est absorbée au niveau de l'intestin. 

Une fois synthétisée au niveau de la peau ou absorbée au niveau de l'intestin, la vitamine D est 

transportée à deux endroits majeurs de transformations, le foie et les reins. Le transport de la 

vitamuie D dans le sang est assuré par à une protéine spécifique (DBP, vitamin D-binding 

protein) qui se lie à la vitamine D par un lien non-covalent. Comme pour les autres stéroïdes 



hydrophobes qui doivent circuler dans le milieu aqueux du plasma, le rôle de ces molécules 

porteuses n'est pas totalement élucidé. En général, i'affinité entre ces deux molécules est 

grande et se f ~ t  de façon très rapide (Machlin, 199 1). Chez l'humain, la DBP est une protéine 

globulaire ayant un poids moléculaire de 58 000 daltons. 

Dans le foie, la vitamine D est stockée comme la majorité des vitamines iïposolubles. C'est 

également dans cette organe que la vitamine D est convertie en hydroxyvitamine D (25-OHD), 

métabolite majeur de la vitamine D dans la circulation mais qui n'a aucune fonction directe sur 

les tissus cibles. Cette tra~l~formation est catalysée par une enzyme, la vitamine D 25- 

hydro lase. 

La 25-OHD est par la suite transportée aux reins où elle est convertie en 1,25- 

dihydroxyvitamllie D (1,25-(OH)2D), qui est le métabolite biologiquement actif de la vitamine 

D (Reichel et al., 1989). Cette fois, c'est la 25-hydroxyvitamine D3 -1-a-hydrolase qui assure 

la réaction. Sous cette forme, la 1,25-(OH)2D joue un rôle hormonal et est alors transportée 

par le sang aux récepteurs intracellulaires qui ré,plent la transcription des gènes et la fonction 

celiulaire dans une vaste variété de tissus- 

Les intestins, les os et les reins sont les trois organes cibles classiques pour la 1,25-(OH)2D. 

Dans l'intestin, la 1,25-(OH)2D va agir à titre d'hormone au niveau du noyau de I'entérocyte 

pour provoquer la synthèse d'une protéine liante favorisant i'absorption intestinale du calcium 

Dans les os, la 1,25-(OH)2D stimule la résorption de certains minéraux, de cette manière elle 

libère le calcium dans le liquide extracellulaire. Dans les reins, la concentration en 1,25- 

(OH)2D agit en régulant la conversion de 25-OHD en 1,25-(OH)2D et par conséquent fournit 

un mécanisme de contrôle rigoureux de la 1,25-(OH)2D selon les besoins en calcium de la 

personne (Yendt, 1994). Cette molécule joue aussi un rôle dans la régulation du calcium rénal 

et dans l'excrétion du phosphate. 



Aliments 

Intestins 

\ Peau 

7 - deshydrocholesterol 

Absorption du Ca Résorption des os 

Rein 

1 Réabsorption rénale du Ca 

Augmentation du calcium sérique 

\ ----- - - - . - _- 

Figure 1.2 - Métabolisme et fonctions de la vitamine D3. 



1.1.4. Hypovitaminose D et hypemtaminose D 

L'apport nutritionnel recommandé en vitamine pour un adulte canadien est de 200 à 400 UI par 

jour (Yendt, 1994). Une carence ou un excès en vitamine D sont habituellement associés à des 

troubles métaboliques graves (Hasegawa, 1992). 

1.1.4.1 Eypovitaminose D 

Deux causes majeures peuvent provoquer i'hypovitaminose D, une faïle synthèse de vitamine 

D cutanée à la suite d'une exposition Lunitée aux rayons UVB et une consolltmation inadéquate 

des produits laitiers fortifiés. La déficience en vitamine D résulte en une absorption intestinaie 

et une réabsorption rénale inadéquates du calcium et du phosphore. Ceci entraÛie une 

incapacité de maintenir des concentrations normales en calcium et en phosphate dans le sérum 

En réponse à ce faible niveau de calcium dans le sang, I'hyperparathyroïdisme suMent 

( M a c h ,  1991). Il s'agit d'un désordre minéral souvent accompagné par une déperdition 

accélérée (déminéralisation) des os et entrahe subséquemment l'ostéomalacie. Ce désordre de 

la minéralisation des os est souvent accompagné de douleur, de difformités osseuses et de 

kactures multiples. Chez les enfants, la déficience en vitamine D conduit au rachitisme (Parfitt, 

1990). Les symptômes classiques associés au rachitisme sont les jambes arquées, les genoux 

cagneux, la déviation de la colonne verte%raie et les difformités pelviennes et thoraciques 

( F i 3 )  (Machlin, 1991) résultant de l'application du mécanisme normal de stress de la 

déminéralisation des os. L'hypertrophie des os, spécialement des genoux, des poignets et des 

cheviues, ainsi qu'une minéralisation inadéquate de l'émail des dents et de la dentine 

surviennent générdement. Si la déficience a lieu au cours des six premiers mois de la vie, celle- 

ci peut même mener à des convulsions et au tétanos. 



Figure 1.3 - Apparence classique du rachitisme chez les enfants. 

1.1.4.2 Hypervitaminose D 

Ii est bien établi que la consommation continuelle de vitamine D est toxique pour l'humain 

(Deluca, 1978). L'intoxication par la vitamine D survient habituellement en raison de 

l'utilisation impropre des préparations pharmaceutiques de vitamine D chez des patients qui 

consomment des suppléments vitaminiques afin de traiter I'hypoparathyroïdisme, 

l'ostéodystrophie rénale, I'ostéoporose, le psoriasis et certains cancers (Machlui, 1991). Les 

aliments fortifiés en vitamine D peuvent aussi causer une intoxication. Cependant, il n'y a pas 

de cas documentés dus à une exposition excessive au soleil (Jacobus et ai., 1992). 

L'hype~itaminose est un problème sérieux puisqu'il peut en résulter une cdciucation 

irréversible du cosur, des poumons, des reins et d'autres organes. Les patients ayant une 

intoxication à la vitamuie D montrent des symptômes cliniques variés incluant une 

hypercalcémie, une perte de poids avec anorexie, la constipation, des nausées et vomissements, 

la soif, des faiblesses musculaires, des douleurs aux articulations et aux os et des calculs rénaux. 

Si la maladie n'est pas soignée, la mon peut éventuellement survenir (Machlin, 1991). 



La dose minimale toxique a été estimée à 50 000 UI pour un adulte et à 1000 à 2000 pour un 

enfant et pour les adultes ayant certaines infections et maladies métaboliques. Au de%ut de 

I'intoxication, les effets sont réversïbIes. Le traitement consiste à retirer la vitamine D et à 

réduire la dose de calcium dans la diète jusqu'à ce que son niveau sérique diminue. Dans les 

cas plus sévères, on utilise un traitement au glucoconicoïdes qui possèdent un effet antagoniste 

à celui de la vitamine D et peuvent donc faciliter la correction de i'hypercaicémie (Machiin, 

199 1). 

Après la vitamine BL2, la vitamine D est la plus puissante des vitamines telle que définie par la 

quantité minimale requise pour provoquer une réponse biologique. Par conséquent, les tissus et 

les échantillons biologiques contiennent des très faiiles concentrations de vitamine D. Par 

exemple, le niveau de vitamine D3 dans le plasma chez l'humain est de seulement 10 à 20 nghl. 

Dans le aliments, la quantité de vitamine D est également très faible et il est habituellement 

nécessaire de traiter des quantités importantes, soit des échantillons pesant entre 50 et 100 g 

pour pouvoir la détecter (Machlin, 1991). Avec des échantillons de petite taille, la quantité de 

matériel vitaminique récolté permet difficilement de se situer au-delà des limites de détection de 

la plupart des méthode de dosage. Ainsi, pour pouvoir détecter de telles concentrations de 

vitamine D, les méthodes de dosage doivent être spécifiques et sensibles. Les méthodes 

actuelles utilisées pour le dosage de la vitamuie D peuvent être divisées en méthodes chimiques 

et biologiques. 

1.2.1 Méthodes biologiques (bioessais sur des animaux supérieurs) 

Trois catégories de bioessais avec les animaux supérieurs peuvent être utilisées pour doser la 

vitamine D, 

- Approche curative; 

- Approche prophylactique; 



- Approche d'absorption du calcium 

1.2.l. 1 Approche curative (bioessais sur les rats) 

Au cours des années 1922 à 1958, la seule méthode officielle pour la détermination de la 

vitamine D dans les produits pharmaceutiques et alimentaires était le bioessai sur les rats (Rat 

Line Test). Le terme officiel indique ici que la reproductibilité et la précision de la méthode 

sont suEsamment élevée pour que les résultats du test soient acceptés légalement. Cette 

méthode qui est capable de détecter de 1 à 12 UI (25-300 ng) de vitamine D est encore utilisée 

pour déterminer la quantité de vitamine D dans les aliments, particulièrement dans les formules 

lactées pour nourrissons (Officicial Methods of Analysis, 1990). 

Dans l'approche curative, des rats atteints de rachitisme auxquels une diète rachitogénique a été 

administrée pour une période de 19 à 25 jours sont utilisés. Ces rats sont ensuite divisés en 

groupes de 7 à 10 animaux et sont soumis à une diète supplémentée en quantités connues de 

vitamine D comme référence et à des quantités i n c o ~ u e s  pour i'échantdion à analyser 

(Machlin, 199 1). Cette diète est maintenue pendant une période de 7 jours à la suite de laquelie 

les animaux sont sacrifiés et où le radius et le cubitus sont prélevés et colorés dans une solution 

au nitrate d'argent. L'argent se fixe sur les régions où du calcium a été récemment déposé et 

ces régions noircissent lorsqu'elles sont exposées à la lumière. Ainsi, l'étendue de la 

calcification est comparée avec les résultats obtenus du groupe de référence. 

1.2.1.2 Test prophyhctique (bioessai sur les poussins (AOAC)) 

Chez la plupart des m e r e s ,  les activités biologiques respectives de la vitamine D? et de la 

vitamine D3 sont équivalentes mais les oiseaux métabolisent difficilement la vitamine Dz. En 

effet, pour les oiseaux, la vitamine D2 ne possède qu'environ 10% de l'activité de la vitamine 

D3. L'AOAC (Association of Official AgricuItural Chemists) a alors reconnu le bioessai sur les 

poussins comme la méthode de référence pour la mesure spécifique de la vitamine D3. 



Des groupes de 20 poussins hAchement éclos sont nourris avec une diète dépourvue de 

vitamine D mais à laquelie des quantités prédéterminées de l'échantilion à doser ont été 

ajoutées. Après trois semaines de diète, Le degré de minéralisation osseuse est mesuré. 

L'étendue de la minéralisation est évaluée par incinération du tiiia. Chez les oiseaux 

rachitiques, on mesure de 25 à 27% de cendres provenant du tibia et ceux ayant reçus une diète 

enrichie de vitamine Dj ont de 40 à 45% de cendres. Ces essais ne sont pas fiéquement 

utilisés puisqu'ils sont très longs et dispendieux. 

D'autres méthodes ont égaiement été développées et sont basées sur i'habilité de la vitamine D 

à stimuler L'absorption du calcium à travers i'intestin grêle. D'autres méth~des de dosage 

observe quant à eues la mobilisation du calcium au niveau du squelette ou de la stimulation de 

la croissance. 

Des essais radioirnmunologiques ainsi que des essais ùnmunoenzymatiques ont été développés 

afin de mesurer la présence d'une protéine, la calbindine DZgK qui est un indicateur de i'activité 

de la vitamine D. Cette protéine n'est pas présente dans l'intestin des poussins si leur 

alimentation est déficiente en vitamine D et est seulement synthétisée en réponse d'une 

consommation de vitamine D. Ces méthodes peuvent détecter des quantités de l'ordre du 

nanogamme de calbindine Dz8 (Machlin, 199 1). 

1.2.2 Methodes analytiques 

Au cours des dernières années, plusieurs travaux ont été consacrés au développement de 

nouvelles méthodes analytiques pour le dosage des vitamines Iiposolubles dans les aliments. 

Malgré ces progrès, ces méthodes présentent un manque de sensibilité et de spécificité 

(Machlin, 1991). Ainsi, eues ne sont pas adéquates pour la quantification de faibles 

concentrations de vitamine D. Eiies ont cependant l'avantage d'être un peu moins longues que 

les méthodes biologiques et sont fréquemment utilisées pour le dosage d'échantillons reconnus 

pour  conte^ de hautes concentrations en vitamine D. 



Le dosage de la vitamine D dans les aliments pose des difficultés techniques particulières en 

raison de la présence dans la matrice de quantités excessives de gras, de protéines et de stérols 

incluant le cholestérol (Hagar et ai., 1993). Quelques-uns de ces composés ont des propriétés 

chimiques et physiques similaires et peuvent interférer lors de l'analyse (Agarwal, 1987). 

Avant d'utiliser les techniques analytiques, il est souvent nécessaire d'extraire, de concentrer et 

de purifier partiellement la source de vitamine D. Ces étapes préalables dépendent largement 

de la méthode d'analyse choisie et du matériel à doser. De plus, il est nécessaire de saponifier 

et d'extraire la fiaction saponifiable à l'aide de solvants organiques tel im mélange d'hexane 

(Skva and al., 1992) et d'éther éthylique, pour ensuite purifier les extraits avant le dosage. La 

purification des extraits peut être réalisée par chromatographie d'adsorption sur support de 

silice ou d'alumine. 

La vitamine D est sensible à la chaleur, à la lumière et à i'oxydation, ce qui cause une perte 

significative au cours de i'extraction et des étapes de lavage (Renken et Warthesen, 1993; Sliva 

and al., 1992; Hagar et al., 1993). Il est d o n  recommandé d'opérer en tout temps sous gaz 

inerte et en présence d'antioxydant. À la chaleur, la vitamine D participe à des réactions 

d'isomérisation réversibles. L'équilibre de la réaction est toutefois dépendant de la 

température. Il est donc possible d'établir des facteurs de correction pour tenir compte du 

phénomène. D'autre part, la saponification à froid, soit à Ia température de la pièce pour une 

nuit, permet de contourner ce problème. 

1.2.2.1 Absorption ultraviolet 

La première technique disponible pour la quantification de la vitamine D était basée sur la 

mesure de l'absorption ultraviolet à 264 nm. Le système triène conjugué de doubles Liaisons de 

la vitamine D produit une forte absorption caractéristique sur un spectre (Machlin, 199 1). 

Cette absorption maximale survient à 264 ML Ainsi, la concentration d'un échantillon inconnu 

de vitamine D peut être déterminée par comparaison du spectre d'absorption à une courbe 

d'étalonnage. Cette technique est très simple et rapide mais doit être utilisée seulement avec 



des échantillons scrupuleusement purifiés afin d'éviter Ies contaminants pouvant absorber ii 

cette longueur d'onde. 

1.2.2.2 Méthodes coIorim6triques 

Plusieurs méthodes colorimétriques pour la quantification de la vitamine D ont été développées. 

Panni ces méthodes, on retrouve celle basée sur i'isomérisation de la vitamine D en 

isotachysterol. Cette réaction emploie le trichlorure d'antimoine et peut détecter la vitamine D 

à des quantités variant de 1 à 1000 pg. Puisque cette méthode ne détecte que de grande 

quantité de vitamine D, eue est maintenant utilisée pour déterminer la concentration de vitamine 

D dans les préparations pharmaceutiques et est devenue la méthode colorimétriques USP 

(United States Pharmacopeia) pour la vitamine D3. Dans cette technique, trois types de tubes 

essai sont normalement préparés : un contenant un standard de vitamine D ou l'échantillon 

inconnu additionné du réactif coloré, un contenant seulement le solvant, le chlorure d'éthylène 

et un troisième contenant le chlorure d'éthylène, de l'anhydride acétique et le réactif coloré. 

L'absorbance est mesurée à 500 nm, 45 secondes après l'addition du réactif coloré. La 

concentration en vitamine D est proportiomelle à cette absorbante et corrigée avec le blanc 

réalisé avec seulement le solvant. Cette technique suit la règle de Beer-Lambert pour des 

solutions contenant de 3.25 à 6,5 nmoles de vitamine par millilitre de solution (Machiin, 199 1). 

Le désavantage majeur de cette méthode réside dans la présence de la vitamine A dans les 

préparations pharmaceutiques qui interfère dans la mesure. On doit alors purifier l'échantiuon 

avant le dosage. 

1.2.2.3 Méthodes chromatographiques 

Parmi les autres méthodes analytiques, on retrouve les chromatographies gazeuse et liquide 

(Machlin, 1991; Hasegawa, 1992; Sliva and ai., 1992; Hagar, 1993). L'application de ces 

méthodes chromatographiques a certainement amélioré les analyses de Ia vitamine D au cours 

des dernières années. Cependant, ces méthodes demeurent limitées en terme de rapidité (3 à 4 

jours), de sensibilité et de coût. Toutes les méthodes chromatographiques rapportées dans la 



littérature incluent des étapes d'extraction et de saponification longues au cours desquelles une 

quantité importante de vitamine D est perdue. Des étapes de purincation de L'extrait par une 

technique sur colonne conventionnelle sont égaiement nécessaires afin d'injecter une quantité 

sufiante  de matériel dans la colonne sans la surcharger inutilement d'impuretés. De plus, la 

quantité est mesurée par absorbance ce qui limite considérablement la spécificité et la seoslbiiité 

de ces méthodes (Hoiiis, 1986). 

1.3.1 Principe 

Les méthodes immunologiques sont des méthodes de détection basées sur L'utilisation de 

molécules de nature protéique (anticorps) capables de reconnaître et de se Iier sélectivement à 

d'autres protdines qui leur sont spécifiques (antigènes) (Rittenburg, 1990). 

1.3.2 Quelques définitions 

1.3.2.1 Antigènes 

Le mot antigène désigne toute substance étrangère capable de stimuler la synthèse d'anticorps 

et par la suite de réagir spécifiquement avec ceux-ci. Une vaste gamme de composés peuvent 

être antigéniques. La grosseur, la structure chimique, la solubilité dans les fluides 

physiologiques et le caractère étranger à I'organisme des différentes molécules conditionnent 

leur caractère imrnunogène, c'est-à-dire leur capacité à induire la synthèse d'anticorps 

spécifiques. 

En générai, les molécules de poids moléculaire inférieur à 5000 Daltons sont peu ou pas 

immunogènes. Eiles sont incapables de provoquer à elles seules la synthèse d'anticorps. 

Cependant, lorsqu'elles sont conjuguées à une protéine transporteuse de haut poids moléculaire, 

eues peuvent néanmoins stimuler la synthèse d'anticorps leur étant spécifiques. On d 0 ~ e  à ces 



composés le noni d'haptknes. Les haptknes sont alors des composés non immunogènes mais 

capables de riagir sous forme libre avec les anticorps qu i  leur sont spScifïques, une fois qu'on 

a rkussi à ies synthitiser. Certaines drogues, hormones et toxines, pesticides, de même que 

certaines vitamines, entrent dans cette catigorie de composés (Rittenburs, 1990). 

1.3.22 Anticorps 

Les anticorps sont des protéines globulaires, comrnun6ment appelées immunoglobulines (Ig). 

II en existe 5 classes (IgA, IgG, IgE, IgM, et IgD). Parmi celles-ci la classe des IgG est la plus 

importante en terme de quantité. Les IgG représentent 80% de toutes les immunoglobulines. 

La structure d'un anticorps de la classe des IgG est présentée à la figure 1 -4. Chaque molécule 

est formée de la combinaison de deux chaînes Ikgères et de deux chaînes lourdes, réunies entre 

elles par des ponts disulfures. On distingue deux régions dans la structure des IgG: celle dont 

la composition est invariable à l'intérieur d'une même classe d'immunoglobulines et celle 

responsable de la reconnaissance spécifique d'un épitope. 

Region variable Rision constante 

Sires de liaison 

avec I'antig2nt: 

- Chaîne lourde - Chains l ig~rt:  

Figure 1.4 - Structure des immunoglobulines IgG. 



Les immunoglobulines peuvent être produites de façon spontanée par L'organisme. I1 s'agit d'un 

moyen de défense très efficace contre les agressions extérieures. Ces mêmes immunoglobulines 

peuvent également être produites de façon expérimentale par L'injection de substances 

étrangères à i'organisme. Selon la stratégie utilisée pour produire ces immunoglobulines, on 

parle d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

- Anticoqx polyclonaux 

Pour préparer des anticorps polyclonaux, des animaux, le plus souvent des lapins, des moutons 

ou des chèvres, subissent une série d'injections selon une Céquence préétablie. La substance 

injectée, l'antigène, est celle contre laquelle on souhaite récolter des anticorps spécifiques. 

Pour que sa présence stimule la synthèse d'anticorps, elle doit apparaître à l'organisme hôte 

comme une menace. Si elle est trop apparentée à une de ses propres molécules, la substance 

injectée sera incapable de stimuler le système immunitaire de l'animal. 

L'immunisation d'un animal et la collecte de son sérum sanguin mèneront donc à I'obtention 

d'un mélange complexe d'anticorps, on parle alors d'anticorps polyclonaux. En injectant le 

même antigène à un animai à intervaIIes réguliers, on arrive à amplifier la réaction immunitaire 

et à induire une synthèse de plus en plus importante et rapide d'anticorps dans son sérum Pour 

récupérer ces anticorps, le sang de l'animal est prélevé et débarrassé des globules rouges, des 

globules blancs et des plaquettes sangpines. Le sérum ainsi obtenu est par la suite purifié, si 

nécessaire, par différentes techniques dans le but d'en isoler les immunoglobulines spécifiques 

(Rittenburg, 1990). 

- Anticorps monoclonaux 

Les anticorps monoclonaux sont produits, comme leur nom l'indique, par des clones d'une 

seule et unique cellule de lymphocyte B. Ils possèdent pour cette raison une spécificité et une 

afhi té  semblables en tout point, car les clones sécrètent tous le même anticorps. 



On obtient les anticorps monoclonaux en immunisant un animai, généralement une souris, par 

des injections de l'antigène à analyser et en récupérant par la suite, après sacrifice de l'animsl, 

les cellules de sa rate et en les fisionnant avec des cellules canc6reuses. Les celldes obtenues 

de cette fusion s'appellent hybridomes. L'hybridome est doté, comme les cellules cancéreuses, 

de la capacité de se reproduire indéfiniment mais également de celle de produire des anticorps 

tout comme les cellules de lymphocytes B. 

Quand l'hybridome croît, il sécrète ses anticorps dans le milieu de culture. Chaque milieu de 

culture, où se reproduisent dasablement les cellules issues d'une même lignée de 

lymphocytes, est ensuite testé sur la base de I'afnnité des anticorps. Les hybridomes 

caractérisés par la présence des anticorps qui possèdent le plus d'a£EÜÜté pour l'antigène à 

doser sont sélectionnés. Plus l'afnnité pour les antigènes correspondants est grande, plus la 

méthode immunochimique est sensible. De même, plus la spécificité pour l'antigène est élevée, 

plus la méthode est spécifique (Rittenburg, 1990). 

1.3.3 Différents formats de tests immunotogiques 

Il existe différents types d'essais immunologiques selon la façon de visualiser et de quantifier la 

réaction antigène-anticorps. Les essais immunologiques s'effectuent sur des supports aux 

formes variées, par exemple des plaques de microtitration, des bâtonnets, des matrices 

absorbantes (nitrocellulose, nylon) ou des tubes. Les plaques de micro titratio n, très populaires, 

sont de petites plaques de matière plastique où sont disposés de façon régulière, de nombreux 

petits puits, en général au nombre de 96. Les solutions d'antigène et d'anticorps y sont 

déposées. Malgré la diversité des supports sur lesquels sont effectués les essais 

immunologiques, ceux-ci n'exigent toutefois, que i'utilisation de très peu de réactifs. Les 

antigènes et les anticorps et certains composés destinés à détecter la réaction constituent, en 

effet, l'ensemble des réactifs nécessaires en immunochimie. 

Les essais immunologiques visent à détecter et/ou à quantiner soit des antigènes, soit des 

anticorps. La plupart des essais immunologiques d'usage courant sont rapides et économiques. 



Ils sont très sensibles grâce à I'utilisation de marqueun appropriés pour la réaction. Us sont 

aussi, bien entendu, très spécifiques, une spécificité conférée par la relation de complémentarité 

entre un antigène et son anticorps. Ils allient facilité d'exécution et simplicité d'interprétation, 

car basés, le plus souvent, sur l'utilisation d'enzymes pour amplifier la réaction immunitaire et 

en indiquer la présence par ie développement d'une simple coloration. 

On distingue deux groupes de techniques de détection : les méthodes directes et indirectes- 

Dans les méthodes directes, l'anticorps spécifique est purifié, marqué et utilisé pour détecter 

directement sa liaison à l'antigène. Dans une méthode indirecte, l'anticorps n'est pas marqué et 

n'a pas à être pwiné. Sa liaison à l'antigène est mise en évidence au moyen d'un second 

réactif, par exemple un anticorps anti-immunoglobulinee Le choix entre les méthodes directes 

et indirectes dépend des conditions expérimentales. L'utilisation d'anticorps directement 

marqués implique moins d'étapes, pose moins de problèmes de bruit de fond mais est souvent 

moins sensible que les méthodes indirectes. Elles nécessitent en outre une nouvelle étape de 

marquage pour étudier chaque anticorps ou tester chaque nouvelle méthode de marquage. Au 

contraire, les méthodes indirectes présentent l'avantage d' impliquer des réac tifs marqués très 

facilement disponibles. Les mêmes réactifs peuvent être utilisés pour déceler un grand nombre 

d'antigènes différents vendus commercialement. Par ailleurs, l'anticorps primaire n'est pas 

modifié, de sorte que ses propriétés (spécificité et affinité) ne risquent pas d'être modifiées. En 

conséquence, ce sont les méthodes indirectes qui sont le plus souvent utilisées (Harlow and 

Lane, 1988). 

Les techniques utilisant des réactifs marqués sont les plus populaires en raison de leur grande 

sensibilité. Elles s'avèrent très utiles lorsque la quantité d'antigènes dans l'échantillon est très 

faible. L'utilisation du marqueur sert à ampuer et à révéler la réaction principale. Les 

marqueurs sont greffés à h molécule d'antigène ou à ia molécule d'anticorps par L'intermédiaire 

d'un lien covalent. Ce sont le plus souvent soit des isotopes radioactifs menant à des essais 

radioimmunologiques, soit des enzymes menant à des essais immunoenzymatiques (Rittenburg, 

1990). On retrouve également les marquage l'or colloïdal et aux billes de latex colorées. 



Les techniques utilisant des enzymes comme marqueurs sont moins coûteuses en terme de 

réactifs et d'équipements de mesure que les techniques utilisant les isotopes radioactifs. Les 

enzymes sont plus stables que les radio-isotopes et ne nécessitent pas de précautions 

particulières comme lorsque des composés radioactifs sont manipulés. La Limite de détection 

qui peut être atteinte avec chacune des deux techniques est à peu près équivalente. Eiie est, en 

générai, de l'ordre du nanogramme par mïliilitre et peut atteindre parfois le p i c o g r m e .  

En phase homogène et hérérogène, les trois schémas réactionnels les plus courants reposent sur 

les principes suivants: 

- Double capture utilisant des anticorps marqués (techniques sandwich); 

- Compétition directe utilisant les antigènes marqués; 

- Compétition indirecte utilisant des anticorps marqués. 

1.3.3.1 Principe de double capture 

La figure 1.5 présente le schéma réactionnel en double capture utilisant des anticorps marqués à 

la base des techniques non compétitives. L'antigène à doser est mis en présence d'anticorps 

préalablement immobilisés sur un support solide et disponiles en excès. Après la réaction 

antigène-anticorps, un deuxième anticorps marqué est ajouté. Ce deuxième anticorps réagit à 

son tour avec le même antigène. Une fois la réaction complétée, l'excès d'anticorps marqué est 

éliminé par une série de rinçage et le complexe ainsi formé est révélé. Le type de révélation 

dépendra du type de marqueur utilisé. Le signal obtenu est directement proportionnel à la 

quantité d'antigène dans i'échantillon analysé. 



1 Support solide 

+ Antigene dans I'dçhantillon 

< Anticorps 

Anticorps marque 

Figure 1.5 - Principe d'un test en double capture avec anticorps marqué (sandwich). 

En double capture, comme la molécule d'antigène doit réagir, à la fois avec l'anticorps lié et 

avec l'anticorps marqué. elle doit posséder au moins deux sites de liaison accessibles. Les 

techniques basées sur ce principe ne peuvent par conséquent être utilisées pour doser les 

petites molécules montrant un seul site antigènique. Exploiter deux sites de liaison offre 

néanmoins l'avantage de conférer au dosage une bonne spécificité. 

1.3.3.2 Principe de compétition directe avec des antigènes marqués 

La figure 1.6 illustre le principe de compétition avec des antigènes marqués. Des an~igèènes 

marqués en quantité connue et des antigènes qui proviennent de l'échantillon à analyser sont 

mélangés et mis en présence d'une quantité déterminée d'anticorps préalablement immobilisés 

sur un  support solide. Les antigènes marqués et non marqués entrent alors en compétition 

pour occuper les sites de fixation disponibles. Après rinçage du support et révélation de la 

réaction, le signal obtenu est inversement proportionnel à la quantité d'antigènes présente dans 

l'échantillon analysa. Si l'échantillon ne contient pas d'antigènes, tous les anticorps sont 

occupés par des molécules marquées, le signal est à son maximum. À l'inverse, si l'échantillon 

contient une grande quantité d'antigènes, très peu de molécules marquées peuvent se fixer sur 
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les anticorps. II est donc possible de ~0nstniit.r: Line courbe de catibrrige d'intensiti du signal en 

fonction de la quantiré d'antigknzs non marquis dans Ir milieu. 

Figure 1.6 - Principe d'un test compétitif direct utilisant des antigènes marqués. 

1.3.3.3 Principe de compétition indirecte avec des anticorps marqués 

Pour contourner l'obligation d'utiliser des rSactifs en excès, les méthodes comp&itives utif isant 

des anticorps marqués ont été proposées. Le principe en est illustré à la figure 1.7. L'antigène 

libre contenu dans l'échantillon à analyser est mis en présence d'anticorps marqués. Après 

quelques minutes d'incubation, le mélange est ajouté à un support préalablement couvert du 

même antigène purifié. Après une deuxième incubation, la réaction entre les anticorps 

demeurés libres dans l'échantillon de départ et l'antigène est révélée. Comme pour le test 

précédent, le signal obtenu est inversement proportionnel à la quantité d'antigène contenue 

dans Iëchantil Ion à analyser. 



Figure 1.7- Principe d'un test compétitif indirecte utilisant des anticorps marqués. 

1.3.4 Applications des essais immunologiques en analyse des aliments 

Le choix d'un essai immunologique donné dépend du but de l'analyse. de la disponibilité des 

réactifs et équipements, de la sensibilitk et de la précision recherchées ainsi que de la rapidité 

avec laquelle une réponse doit être fournie. 

Les applications des essais immunologiques sont nombreuses en analyse des aliments. On les 

réserve, en général, à la détection et à la détermination de composCs en quantité très faible 

dans les aliments ou encore pour une analyse nécessitant une grande spécificité. On utilise les 

essais imrnunologiques pour détecter les cas d'adultération de Iü viande et du lait et pour 

vérifier l'identité d'espèces de poissons. Des toxines, des hormones, des pesticides, des 

antibiotiques, des facteurs antinutrionnels et des vitamines peuvent aussi être détectés par 

essais immunologiques. De plus en plus de tests immunochimiques sont effectués en 

microbiologie pour détecter la présence d'organismes pathogènes, de toxines microbiennes ou 

de bactériophages (Rittenburg, 1990). 



1.4 Hypothèse et object* 

1.4.1 Hypothèse 

Des récentes observations sur l'intoxication ou la carence en vitamine D ont conduit à des 

questions concernant la quantité réelle de vitamine D ajoutée dans le lait et les produits laitiers 

fortinés. Une récente enquête, conduite au Canada et aux États-unis, a clairement montré que 

le Mt et les formules pour nourrissons contiennent rarement la quantité de vitamine D indiquée 

sur l'étiquette. Les échantillons de lait peuvent être soit sousfortifiés ou soit surforufiés. Les 

deux cas sont nuisibles pour l'humain. Un meilleur contr6le du procédé de fortification est 

donc nécessaire. Les méthodes traditionneiies utilisées pour la quantification de la vitamine D 

ne sont pas assez sensibles et spécifiques. Eues sont de plus très compliquées à exécuter 

exigeant des étapes de saponincation et d'extraction difnciies et longues. De plus. ces 

méthodes sont coûteuses en terme de temps et de ressource et sont donc inconcevables pour 

une utilisation routinière. 

Durant ce projet, nous avons émis l'hypothèse suivante: le couplage de la vitamine D à une 

molécule transporteuse telle que la BSA rendra cette molécule suffisamment immunogène pour 

produire des anticorps spécifiques. Les anticorps produits pourront alors être utilisés pour le 

développement de tests imrnunoenzymatiques qui serviront à la détection et à la quantification 

de la vitamine D dans des échantillons d'aliments fortiflés. 

1.4.2 Objectifs 

L'objectif général de ce travail est donc de mettre au point une méthode plus adéquate et plus 

précise pour la quantincation de la vitamine D dans le lait et les produits iaitiers fortifiés et ainsi 

prévenir les problèmes de santé liés à une carence ou un excès de consommation de cette 

vitamine. 



Les objecufs spécifiques délimitant les différentes étapes du projet sont : 

1- Établu une stratégie moléculaire pour le couplage de la vitamine D à une molécule 

transporteuse et la rendre ainsi plus immunogène. Le complexe obtenu sera utilisé pour 

produire des anticorps polyclonaux dirigés spécifiquement contre la vitamine D. 

2- Développer et optimiser un test immunoeozymatique de type ELISA compétitif pour la 

détection et la quantification de la vitamine D. 
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La vitamine D est une vitamine essentielle pour le fonctionnement normale et la croissance des 

êtres humains. Au Canada et aux États-unis, le lait et les produits laitiers fortifiés sont des 

sources essentielles de vitamine D. L'apport nutritionnel recommandé de vitamine D pour un 

adulte est de 200 à 400 LJI par jour. Des quantités additionnelles de vitamine D ne sont pas 

bénéfiques et peuvent même être toxiques. De même, une carence en vitamine D peut mener à 

une absorption inadéquate du calcium et du phosphore et à une mauvaise minéralisation des os 

et des dents. 

Les méthodes actuelles pour le dosage de la vitamine D dans le lait sont limitées en terme de 

sensibilité, de rapidité et de simplicité. 

L'objectif de cette étude était de développer une nouvelle stratégie pour une quantincation 

précise de la vitamine D dans le lait fortifié. A h  d'atteindre cet objectif, des anticorps 

spécifiquement dirigés contre la vitamine D ont été produits chez des lapines utilisant la cBSA 

comme protéine transporteuse. Les anticorps anti-vitamine D sont obtenus à partir du s é m  

des lapines après des purifcations successives sur Protéine A/G-Agarose, cBSA-Sépharose et 

COVA-vitamine D-Sépharose. Bien que les rendements en anticorps anti-vitamine D sont 

relativement faibles, les anticorps obtenus montrent une très haute spécincité et afnnité à la 

vitamine D. Ces anticorps ont été utilisés pour développer un test imrnunoenzymatique en 

phase solide capable de détecter jusqu'à 35 ng de vitamine D en 3 heüres seulement. Le s ipa l  

obtenu est proport io~el  à la quantité de vitamine D présente dans IYéchantUon analysé. 

La stratégie développée dans cet article paraît très prometteuse en terne de sensibilité, de 

rapidité et de simplicité. Elle o&e un grand potentiel pour I'automation et I'utilisation en 

analyse de routine pour la quantification de la vitamine D dans lait et  les autres produits 

fortifiés. 



ABSTRACT 

Vitamin D is one of the essential vitamins in the human diet for n o r d  growth and function. In 

Canada and the USA, fortifïed miUc and milk products are the essential source of vitamin D. 

The addt recommended nutrient intake of vitamin D Ïs 200 to 400 LU. (corresponding to 5 to 

10 pg) per day. Additional amounts of vitamin D do not confer benefits and may even be toxic. 

However, a deficiency of this vitamin leads to inadequate absorption of calcium and 

phosphoms and faulty mineraikation of bones and teeth. Actual methods for measuring 

vitamin D in miuc are Limited in terms of sensitivity, rapidity and simplicity. 

The objective of this study was to develop a new molecular strategy for the production, 

purification and characterization of polyclonal antibodies to vitamin D. Specific antïtodies 

were raised in rabbits against vitamin D using cationized bovine senim albumin (cBSA) as a 

carrier protein. Anti-vitamin D antibodies were recovered fiom rabbit sera by sequentiai 

affinity chromatographies through Protein A/G Agarose, cBSA Sepharose and COVA-vitamin 

D Sepharose columns. Although the yields of anti-vitamin D were relatively low, recovered 

antibodies showed high specificity and afnnity to vitamin D. The purified antibody was used to 

develop a solid-phase enzyme immunoassay in order to determine the exact concentration of 

vitamin D in phosphate buffer. Using this immunoassay, approximately 35 ng of vitamin D can 

be detected within 3 h. The signal obtained was proportional to the amount of vitamin D in the 

analyzed sample. 

The strategy developed in this paper appears to be very promising in terms of sensitivity, 

rapidity and simplicity. It offers a great potential for automation and use on a routine basis for 

the quantification of vitamin D in foaified mik and other milk products. 



Vitamin D is a group of chemicdy distinct sterol compounds playing a major role in the matrix 

of cartilage and bones (Reichel et al., 1989). Natural foods are poor in vitamin D. The only 

sources of v i t e  D are exposure to sunlight, commercial vitamin-D preparations, and 

particularly, fortified foods. About 85% of fiesh mdk and almost aU evaporated milk are 

fortified with vitamin D in Canada and in the United States (Webb et ai., 1990). Milk is 

especiaily suitable for fortification since vitamin D facilitates the absorption of the calcium and 

phosphorus it contains. 

The recommended dose of vitamin D for au adult is 200 to 400 LU. (correspond to 5 to 10 pg) 

per day (Yendt, 1994). Additional amounts of vitamin D do not confer greater benefits and are 

even toxic for human (Cottrel, 1988)- Patients with vitamin D intoxication show various 

clhical symptoms including loss of weight with anorexia, constipation and vorniting. 

Complications of hypercdcemia c m  occur leading to a general bone pain and kidney stones 

(Jacobus et ai., 1992). V i t am.  D deficiency is &O hazardous and c m  lead to rickets in 

children, which is characterized by bone sofieriing and a lack of muscle tone, and to 

osteomaiacia in adults, which is characterized by spontaneous multiple fractures (Parfitt, 1990). 

Recent outbreaks of vitarnin D intoxication and deficiency have led to questions about the real 

Ievel of vitamin D in fortified mille and some milk products. According to a recent survey 

conducted in Canada and United States. d k  and infant formula preparations rarely contain the 

amount of vitamin D stated on the label (Cottrel, 1988; Hoiick et al., 1992)- Chen et al. (1993) 

reported that 80% of mille sampIes purchased in the United States contained either 20% less or 

20% more than the label claimed. The results in milis samples purchased in Canada showed 

that 73% of samples did not contain 80 to 120% of the amount of vitarnin D claimed. Fourteen 

percent of samples had no detectable vitamin D and one sample of whole milk contained 363% 

of the arnount stated on the label. 

In recent years, much research has k e n  devoted to developing reliable methods for the 

determination of fat-soluble vitamhs in foods. The determination of vitamin D in milk and milk 



products causes particuiar technicd difficulties because of the presence of excessive amounts of 

fats, proteins and sterols including cholesterol in the food rnatrix. Some of these compounds 

have similar chernical and physical propeaies and could interfere with the analysis (Agarwal, 

1987). In addition, vitamin D was shown to be sensitive to heat, light and oxidation, which 

cause a siOoniEicant loss during the extraction, and cleaning steps (Renken and Warthesen, 

1993). 

Analytcal chemistry methods are widely used in the detection of vitamin D and other vitamins 

in milk and milk products. Despite their precision with a recovery range of 93-98%, these 

methods, including both gas and liquid chromatography, rernain expensive in tenns of 

equipment and tirne-consumption due to the saponification, extraction, cleanup, collection and 

concentration steps (Sliva et al., 1992). 

The development of more rapid, reliable, inexpensive, highiy specific and user-fiiendiy 

aiternative methods is needed for a better quantification of vitamin D in fortifïed miuc and rniik 

products. Immunologicai methods using monoclonal or polyclonal antibodies represent one of 

these alternatives. In this paper, the possibility of appiying this immunological strategy for the 

specific and sensitive detection of vitamin D was investigated through an enzyme irnmunoassay 

using specinc polyclonal antibodies. 

2.2.1 Preparation of antigen 

Vitamin D is a srnail antigen with a molecular weight of 384 Dalton. To increase its 

immunogenicity, vitamin D (cholecalciferol, vitamin D3) (Sigma, St-Louis, MO) was linked to 

Bovine Serum Albumin (BSA) (Pierce, Rockford, IL). Since vitamin D does not have any 

usual conjugation groups such as carboxylic or amino groups, a two-step strategy was used to 

link this molecule to BSA. The b a i s  of this strategy is shown in Fig. 2.1. The fïrst step 

corresponds to a modincation of BSA carboxylic groups to generate a cationized protein with a 



high isoelectric point. The carboxylic groups were then modined to form aminoethylamide side 

chains. The abundance of primary amines on cBSA makes it a very willing participant in the 

second step. The second step is an aminoaIIqlation reaction during which amine moieties of 

cBSA were iinked to vitamin D through an active hydrogen (Fig. 2.1). 

2.2-2 Cationizat ion 

Cationization was carried out according to a modincation of the method of Border et al. (1982) 

using 1-ethyl-3-[(3-methylaminopropy1)-carbodi hydrochlonde] (EDC) (Aldrich, 

Milwaukee, WI) as coupling agent and ethylenediamine (EDA) (Aldrich, Milwaukee, WI) as 

M e r .  Two mg of BSA were fkst dissolved in 200 pl of conjugation buffer (O, 1M MES [2-(N- 

Morpholino)-ethanesuKonic acid], 0,15 M NaCI, pH 4,7) and then added to 500 pl of the same 

buffer containing different quantities of EDA (1, 6, 12, 24, 48 and 72 mg) and EDC (0,72, 5 

and 10 mg). This mixture was hcubated with continuous stkriig for 2 h at room temperature. 

The efficiency of the cationization reaction was monitored by a native 10% (w/v) 

polyacrylamide gel electrophoresis with solutions, according to Davies (1964) but running in 

reversed polarity. Electrophoresis was performed at constant current (20 m . )  for 4 h, and gel 

was stained for 30 min with 0,195 (w/v) Coornasie brilliant blue R-250 (Bio-Rad, Richmond, 

CA). 

2.2.3 Conjugation reaction 

Conjugation of vitamin D to cBSA was carried out by a modifïed method of Ranadive and 

Sehon (1967). Briefly, 200 pg of cBSA was dissolved in 200 p1 of conjugation buffer and 

added to vitamin D (1 mg in 50 yI 95% ethanol) in the presence of 50 pl of 37% formaldehyde. 

The conjugation reaction was performed for 4 h at 37OC with gentle agitation. The cBSA- 

vitarnin D complex was then purined by size-exclusion chromatography and 1 ,O ml fiactions 

were couected and monitored by absorbance measurements at 280 nm.. Fractions with highest 

absorbance were pooled and concentrated to 1 mi using Centricon-30 (Amicon Inc., Beverly, 

MA) and then stored in aliquots at -20°C untii use. 



The efficiency of the conjugation reac tion was verified by mid-infiared spec troscopy (Nicolet, 

magna-IR560, Madison, WI). Spectra of vitamin D aione, cBSA alone and cBSA-vitamin D 

complex were determined and compared in the region between 1000 and 1100 c d .  

2.2-4 Production of anti-vitamin D antibodies 

Two New Zedand rabbits (Charles River, St. Constant, QC, Canada) were immunized by 

subcutaneous injections according to a standard protocol consûting of a first injection of 0,s ml 

containing approximately 750 pg of cBSA-vitamin D complex emulsined in compfete Freund 

adjuvant foliowed by injections at three-week intervais of the same quantity of imrnunogen 

emulsined in incornplete Freund adjuvant. Blood samples were taken 7 days afrer each 

injection and tested by dot immunoassay for the presence of anti-vitamin D antibodies. This 

immune response was compared with that obtained fkom two other rabbits receiving vitamin D 

a10 ne, 

2.2.5 Purification of specific anti-vitamin D antibodies 

AU operations should be ca.rried out at 4°C. The purincation suategy used for the isolation of 

specific anti-vitamin D anuïodies is ïilustrated in Fig. 2.2. This strategy involves three steps. 

In the E s t  step, IgG fiactions (FI) were recovered firom rabbit serum by affinty 

chrornatography using a Protein AIG Agarose column (Pierce, Rockford, IL) according to the 

rnanufac tuer's instructions, 

A second purification step was performed on a cBSA Sepharose column. The purpose of this 

step was to eliminate anti-cBSA antiiodies. The cBSA Sepharose gel was prepared as follows: 

one gram of CNBr-activated Sepharose 4B (Phannacia Biotech, Uppsala, Sweden) was 

swouen and washed with 1rnM HCI and then added to 5 ml of coupling buffer (O, 1M NaHCO3, 

0,5 M NaCl, pH 8,3) containhg 20 mg of cBSA. The coupling reaction was performed in a 

stopped vesse1 and rotated end-over-end overnight. The sluny was poured into a column of 1 

cm diameter and the excess of ligand was washed away with 20 ml of coupbg buffer. The 

remaining active groups were blocked with 0,l M Tris-HC1 buffer pH 8,O for 2 h and then the 



gel was washed by repeating three times the cycle of 20 ml of 0,2 M acetate buffer pH 4,O 

containing 0,5M NaCI foiiowed by 20 mi of 0,l M Tris-HC1 buffer pH 8,O containing 0,5 M 

NaCl. The column was equilibrated with 20 ml of binding buffer (0,lM phosphate buffer pH 

7,5 containing 0,5 M NaCl). 

The IgG fiaction (FI), diluted at approximately 1 mg/ml in 10 ml of binding buffer, was passed 

three times on the cBSA Sepharose column by recychg the unbound &action (FII) recovered. 

Finaiiy, anti-cBSA antibodies were eluted with 0,l M glycine-HCl buffer pH 2,s. FII was 

further purined on COVA-vitamin D Sepharose column. 

The COVA-vitamin D Sepharose column was prepared and performed as descnkd before for 

cBSA Sepharose column. The bound fkactions (FIII) were eluted and those with hïgh 

absorbante pooled, extensively dialyzed against PBS and then concentrated using Cenuicon- 

30. This step was designed to puri@ and concentrate the specifk anti-vitamin D antibodies. 

2.2.6 Dot immunoassay 

Seriai diiutions of cBSA, COVA, native BSA (nBSA) and native OVA (nOVA) starthg at 6 

pgml and cBSA-vitamin D or COVA-vitamin D complex starting at approximately the same 

concentration were prepared in PBS and then each dilution (100 pl) was dot-blotted on a 

nitrocellulose membrane (Micron Separatioas, Westboro, MA) using hydrido t manifold (Gibco 

BRL, Burlington, ON, Canada). The membrane was blocked for 1 h in 1% (w/v) blocking 

reagent (BR) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Gennany) and then incubated for 2 h at 37°C 

in the presence of PBS-O,S%BR containing purïfïed anti-vitamin D antibodies at a f i a l  

concentration of 1 to 10 pg/ml. The membrane was washed 4 times in TBS containing 0,1% 

Tween 20 (TBS-T) and incubated again in the presence of an anti-rabbit-peroxidase conjugate 

diluted 1 :2000 in PBS-O,S%BR. After being washed six times with a large volume of TBS-T, 

the membrane was reacted with a substrate solution containhg 10 mg of 3,3-diaminobenUdine 

tetrahydrochionde (DAB) (Sigma, Saint-Louis, MO) in 15 ml TBS buffer and the color 

development was dowed to proceed until the maximum signal was obtained. 



2.3 RESULTS 

2.3.1 EFiciency of the cationization reaction 

The efficiency of cationization of BSA was vefied by a native 10% (w/v) polyacrylamide gel 

electro phoresis in reversed polarity (Fig.2.3). The efficiency of this cationization reac tion 

depends on the concentration of EDA in the reaction mixture. As shown in Fig. 2.3, the 

highest migration rate was obtained with 48 mg of EDA. In this condition, the hiphest 

cationization yields were ob tained generating a highly positively charged cBS A. At lower EDA 

concentrations, the eEciency of cationization decreased significantly. However, at high 

concentrations of EDA, no sigrdicant increase in cationization efficiency was obtained. On the 

other hand, va.ryïng the concentration of EDC between 0,72 to 10 mg does not seem to have 

any effect on the cationization efficiency (data not shown). Cationization efficiency obtauied 

for OVA was sirnilar to that obtained with BSA (data not shown). In this type of gel and under 

the described ninning conditions nBSA does not migrate (Fig. 2.3, lane 1). 

2.3.2 Conjugation of vitamin D to cBSA 

Afier the conjugation reaction, the &SA-vitamin D complex was purilied by size-exclusion 

chrornatography. The anaiysis of the recovered product in tiaction 4 through 6 by rnid-inhared 

spectroscopy in the region between 1000 and 1 100 cm-' showed a characteristic wavebmd 

which was also obtained with vitamin D alone (1050 cm-') (Fig. 2.4). This waveband was not 

detected for cBSA A similar spectroscopie profle was also obtained with COVA-vitamin D 

cornplex (data not shown) confirming the efficiency of the conjugation protocol for the two 

carrier proteirs used in this study. 

2.3.3 Production of anti-vitamin D antibodies 

Immunized rabbits were bled seven days afler each injection and were tested by dot 

immunoassay for their sensitivity and specifïcity to vitamin D. The nature of the immune 



response is illustrated in Fig. 2.5 for both groups of rabbits (cBSA-vitamin D complex and 

vitamin D alone). According to this figure, only rabbits receiving cBSA-vitamin D cornplex 

produced specifc antibodies to vitamin D (Fig. 2.5, lanes 1 and 2). When vitamin D alone was 

used, a weak signal was obtained d e r  purifkation of the serum on Protein A/G Agarose 

column (Fig. 2.6, lane 3). However, this signal completeiy disappeared after a further 

purification on cBSA Sepharose column, even at a concentration of 10 pghd (Fig. 2.5, Laue 4). 

When cBSA-vitamùi D cornplex was used as ïmmunogen, the signal increased until the 13" 

week after the first injection and then became stable (data not shown). 

As shown in the material and methods section, a three-step purification strategy was used to 

pur@ anti-vitamin D antibodies. After Protein A/G column, recovered antibodies (FI) detect 

cBSA, COVA, cBSA-vitamin D, COVA-vitamin D and nBSA but not nOVA (Fig. 2.6, panel A, 

lanes I to 6) .  After purincation on cBSA Sepharose column, the recovered antibodies 

(unbound fraction) (FII) reacted slightly with the cBSA-vitamin D complex. However, no 

signal was obtained with the other five antigens tested (data not shown). The weak signal 

obtained with cBSA-vitamin D complex is probably due to the fact that anti-vitamin D 

antibodies were in low quantity in cornparison to the quantity of total unspecifïc 

immunoglobulins. 

M e r  the third purification step which consisted of the adsorption of anti-vitamin D mtibodies 

on COVA-vitamin D Sepharose mtrix, a svong signal was obtained with cBSA-vitamin D 

complex and COVA-vitamin D (Fig. 2.6, panel B) .  However, both native and cationized 

proteins did not give any signal confirming the specificity of the purified antibodies and the 

efficiency of the strategy adopted in this study. 

To evaluate the yieid of the anti-vitamin D antibodies produced, the concentration of each 

fraction (FI, FII and Fm) was deterrnined and expressed in pgM. Anti-vitamin D antibodies, 

represent only 3,2% of total irnmunoglobulins whereas 40% of anti-cBSA was obtained. 



Since vitamin D alone is not immunogenic, its conjugation to a carrier protein was the most 

criticai step of the project. Common protocol used for the preparation of hapten-carrier 

complex could not be applied in this case due to the absence of a known coupiing group such 

as m, COOH and SH on vitamin D. The use of active hydrogen groups remaùied a strategy 

for conjugating vitamin D to carrier proteins such as cBSA or COVA. COVA-vitamin D was 

used to screen anti-vitamùi D antibodies since vitomin D alone could not be kob i l i zed  on 

nitrocellulose because of its hydrophobic character. 

In the first step of this conjugation strategy and to maximize the number of vitamin D on the 

carrier protein, cationized protein was used. &SA was prepared by substituting anionic chah 

carboxyl groups with aminoethyl amide groups. The resulting carrier protein is characterized 

by a higher isoelecvic point (greater than 83). 

The efficiency of the cationization reaction was greatly af5ected by the amount of EDA. An 

increase in EDA concentration in the cationization mixture resulted in high yields of 

cationization. However, it is important to mention that a high cationized level is not always 

advantageous. In this case, the number of vitamin D W e d  to cmier protein becomes too high 

resulting in a highly hydrophobic and consequently insoluble complex that is diffcult to handle 

during both immunization and irnmunodetection. In this study, the conditions selected gave a 

highly soluble cBSA-vitamin D complex with a good conjugation yield. 

conjugation of vitamin D to cBSA was monitored by mid-infiared spectroscopy. This 

technique was selected for its sensitivity and specxcity in detecting structural modifications in 

molecules. Vitamin D exhiiits a characteristic waveband between 1000 and 1100 cm-' of the 

mid-infirared spectrum, which is attributed to the hydroxyl moieties of this molecule (1050 cm- 

'). This waveband was also detected in the cBSA-vitamin D's spectrum however it was absent 

in that of cBSA. The difference between the characteristic vitamin D waveband and cBSA- 



vit- D's spectnim is probably due to the modifcation that occurs surroundhg the hydroxyl 

groups during the conjugation reaction. 

According to Fig. 2.5, only cBSA-vitamin D cornplex was able to generate a speczc response 

in rabbits. This result was expected considering the low rno1ecula.r-weight of vitamin D as 

immunogen (384 Da) and its very common molecuiar structure. However, cBSA-vitamin D 

antigen was shown to be very immunopnic generating at least three groups of 

immunoglobuiins: ad-&SA, anti-linker and anti-vitamin D. Our challenge in pwifymg anti- 

vitamin D was then the elimination of normai rabbit imrnunoglobulins, anti-cBSA and anti- 

linker antiiodies. Since, 40% of anti-cBSA antibodies were produced, the &SA Sepharose 

pudication step became critical for eliminating the strong signai obtained against cBSA and 

BSA This step seems to also eliminate antibodies directed against the M e r  between 

cationized carrier protein and vitamin D since the signal obtained with cOVA was completely 

eliminated afier this step. M e r  the Iast purification step on COVA-vitamin D Sepharose 

column and at a concentration of 1 pg/d, a very weak signal was obtained with cBSA-vitamin 

D before the last purification step (data not shown). However, a strong signal was obtained 

after this step with cBSA-vitamin D and COVA-vitamin D complexes (Fig. 2.6, panel B lanes 2 

and 4). 

In conclusion, this paper reports a very efficient strategy for the production of specifc 

antibodies against small haptens like vitamin D. Conjugation to a cationized carrier protein 

appears to signifcantly enhance the immune response against such a s d  molecule. The 

multi-step purification strategy used for the purification of anti-vitamin D appears to be very 

effective and could be appiied to other haptens. 

The anti-vitamin D antibodies produced were successfidiy used to detect vitamin D in a soiid- 

phase immunoassay. This provides an interesthg tool for the detection and quantification of 

vitamin D in fortified food samples Iike mik and other d a j r  products. These antibodies are 

acnially used to develop a microplate cornpetitive enzyms immunoassay suitable for use on a 

routine basis for vitamin D analysk. 
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2.6 FIGURES AND TABLES 

Figure 2.1 - Preparation of cationized BSA and cBSA-vitamin D conjugate. 

Figure 2.2 - Illustration of the three-step strategy used for the purification of specinc anti- 

vitamin D antibodies. 

Figure 2.3 - Analysis of cBSA and nBSA by a native 10% (wlv) polyacrylamide gel 

electrophoresis in reversed polarity. Lane 1: nBSA. cBSA made with 2 mg BSA and 0,72 mg 

EDC and ciiffereut concentrations of EDA. Lane 2; 72 mg EDA, Lane 3; 48 mg EDA, Lane 4; 

24 mg EDA, Lane 5; 12 mg EDA and Lane 6; 6 mg EDA. 

Figure 2.4 - Analysis of the conjugation products by mid-infrared spectroscopy. Curve A; 

mid-infrared spectra of vitamin D. C w e  B; mid-infiared spectra of cBSA-vitamin D complex 

and curve C; mid-infrared spectra of &SA. 

Figure 2.5 - Immunogenicity of cBSA-vitamin D complex and vitamin D alone as determÿied 

by dot immunoassay. A conjugation reaction containing 2 mg of BSA and 1 mg vitamin D was 

performed as descnbed above. The cBSA-vitamin D complex (2 mg BSA and 1 mg vitamin D) 

was s e ~ a l l y  diluted (1/300, 1/600, 1/1200, 1/2400, 1/4800 1/9600 and 1f 19200) in PBS 

transferred on nitrocellulose and then reacted with different antibody solutions. Panel A; ami- 

serum fiom rabbit irnrnunized with cBS A-vitamin D cornplex. Panel B ; anti-senun nom rabbit 

immunized with unconjugated vitamin D. Lane 1; amibodies obtained after purifcation on 

Protein N G  and Lane 2; antibodies obtained after purification on CNBr-&SA. AU antibodies 

were used at a final concentration of 10 pg/ml. 

Figure 2.6 - Variations of the specficity of the rabbit ami-serum as a funcrion of purikation 

steps. Anti-sem Eorn rabbit immunized with cBSA-vitamin D complex was obtained afier 

severai injections and was submitted to the three-step purification protocol descnbed in the 



material and methods. A fiaction of antiiody solutions was sampled after each step and tested 

by dot immunoassay against several antigens. Panel A: Rabbit senun purifïed on  Protein A/G 

column. Panel B: Rabbit serum p&ed on Protein A/G and cBSA Sepharose columns. Panel 

C: Rabbit serum p M e d  on Protein MG, cBSA Sepharose and COVA-vitamin D Sepharose 

columns. For each panel serial dilutions (6, 3, 1.5, 0.75,0.375,0.187,0.093 yghl) of native 

and cationized protein were tested. For cBSA-vitamin D and COVA-vitamin D serial dilutions 

(1/300, 1/600, 1/1200, 1/2400, 1/4800 1/9600 and 1f19200) were prepared and tested using 

anti-vitamin D antibodies at a concentration of L pg/mi. In In cases, position 8" was PBS. 

Lane 1: cBSA. Lane 2: cBSA-vitamin D. Lane 3: COVA, Lane 4 : COVA-vitamin D. Lane 5: 

&SA and Lane 6: nOVA. 
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Développement d'un test ELISA compétitif 

pour le dosage de la vitamine D. 

Julie Jean, C. Turcotte, R.E. Simard et 1- Fliss 



La vitamuie D joue un rôle important dans la croissance et le fonctionnement normal de tous les 

êtres humains. Au Canada, en raison de i'exposition Iimitée au soleil, le lait et les produits 

laitiers forufés deviennent la source essentielle de vitamine D dans le régime alimentaire. La 

consommation de doses recommandées de vitamuie D ne cause pas de problème. Cependant, 

une déficience ou un excès de vitamine D sont souvent associés à des disfonctions sérieuses à la 

santé. Tel que rapporté dans plusieurs enquêtes épidémiologiques réalisées au Canada et aux 

États-unis, le lait fortifié contient rarement la quantité de vitamine D indiquée sur l'étiquette et 

peut être soit « sur-fortifié » ou « sous-fortifié >>. Les deux cas sont néfastes à l'humain- Un 

contrôle plus rigoureux du procédé de fortification est donc nécessaire pour éviter ces 

accidents. 

Les méthodes chrornatographiques traditionnellement utilisées pour la quantification de la 

vitamine D sont coûteuses et Iùnitées en terne de rapidité, de sensibilité et de spécficité. 

Habituellement, ces méthodes exigent une saponifcation longue et difficile et des étapes 

d'extraction au cours desquelles une fiaction importante de vitamine D est perdue. Le 

développement d'une méthode alternative plus précise, peu coûteuse, hautement spécifique et 

facile d'usage s'avère nécessaire. 

L'objectif général de cette étude est de développer un test ELISA compétitif pour la détection 

et la quantification spécifique et précise de la vitamine D dans le lait fortifié. 

Dans des conditions optimales (2 p g h l  d'anticorps et 5 pg de COVA-vitamine D immobilisée 

par puit), un seuil de détection de 300 ng/rni est obtenu en 4 heures seulement. Une très bonne 

corrélation (~'=0,981) est obtenue entre la quantité de COVA-vitamine D contenu dans 

l'échantillon et le signal obtenu par ELISA compétitif. Aucune inhibition n'a été obtenue en 

présence de cOVA ou de nOVA confïrmant la spécificité de l'anticorps produit et par 

conséquent du test ELISA développé. 



L'approche imrnunologique proposée semble donc être très réaliste et le test développé peut 

être proposé après validation par i'analyse d'échantillons alimentaires fortifiés, comme méthode 

alternative aux méthodes chromatographiques traditionnelles pour le dosage de la vitamine D. 



La vitamine D est une vitamine lipos01ubIe qui joue un rôle très important dans le maintien de 

l'homéostasie du calcium et du phosphore (Machlin, L99 1). Le nom vitamine D a été souvent 

associé à des composés ayant des activités anti-rachitiques importantes. Pour bénéficier de ces 

effets, un apport journalier de l'ordre de 200 à 400 UI est recommandé (Yendt, 1994). 

Malheureusement, ces doses sont souvent difaciles à atteindre surtout au Canada et aux États- 

Unis à cause de la fiiible exposition au soleil, élément essentiel pour la synthèse cutanée de la 

vitamine D. Dans ces pays et pour contrer ce problème, certains aliments notamment le lait 

sont enrichis de vitamine D. Actuellement, près de 85% de lait commercial et presque tous les 

laits évaporés sont fortifiés en vitamine D. 

La consommation de produits alunentaires fortifiés est certes une façon efficace pour contrer 

ces carences en vitamine D. Cependant, une consommation inadéquate de ces produits peut 

s'accompagner d'effets indésirables dont les répercussions sur la santé de l'être humain sont 

souvent néfastes. En effet, des récentes constatations sur l'intoxication ou la carence en 

vitamine D ont suscité des questions concernant la quantité réelle de vitamine D ajoutée dans le 

lait et les produits laitiers fortifiés. Une récente enquête, conduite au Canada et aux États-unis, 

a clairement montré que le lait et les formules pour nounissons contiennent rarement la 

quantité de vitamine D indiquée sur l'étiquette (Cottrel, 1988 et Holick et al., 1992). Chen et 

al.(L993) rapportaient récemment que 80% des échantillons de lait pris aux États-unis 

contenaient 20% de moins ou 20% de plus de vitamine D que la quantité indiquée sur 

i'étiquette. Les résultats dans les échantillons de lait pris au Canada montraient que 73% des 

échantillons contenaient moins que 80% ou plus que 120% de la quantité de vitamine D 

requise. Quatorze pourcent des échantillons ne contenaient pas de vitamine D détectable alors 

qu'un échantillon de lait entier contenait 363% de la quantité indiquée sur l'étiquette. 

Cette situation est attriiuable essentiellement à l'absence d'outils efficaces pour le dosage de la 

vitamine D dans ces produits enrichis. Les méthodes actuelles uulisées que ce soit les 

méthodes chromatographiques (Sliva et al., 1992; Hagar et ai., 1994; Hasegawa, 1992; 



Agrawal, 1987) ou biologiques (Machlin, 1991) sont souvent longues et coûteuses. De plus, 

toutes ces méthodes requièrent des étapes préalabIes d'extraction et de saponifcation qui 

s'accompagnent de la perte d'une fiaction importante de vitamine D. La recherche et le 

développement de méthodes alternatives plus adéquates permettraient de palier à ces 

problèmes. Récemment, Jean et COU. (1998) ont réussi à produire des anticorps polyclonaux 

capables de reconnaître spécifiquement la vitamine D. Lors de ce travail ces anticorps seront 

utilisés afin de développer une méthode ELISA de type compétitive pour la détection et la 

quantincation spécifique et précise de la vitamine D dans le lait fortifié. 

3.2.1 Préparation du compIexe COVA-vitamine D 

La vitamine D est un petit haptène, de nature hydrophobe, ayant un poids moléculaire de 384 

daltons. Pour augmenter sa solubilité et son pouvoir de kat ion sur un support solide, la 

vitamine D3 (cholecaiciférol, Sigma, St-Louis, MO) a été complexée à une molécule 

transporteuse de haut poids moléculaire, i'OVA (ovalbumine). Le complexe COVA-vitamine D 

a été préparé selon la stratégie décrite Jean et COU. (1998). En bref, cette stratégie comprenait 

deux étapes. La première étape consiste à cationiser I'OVA (Imject Ovaibumin, Pierce, 

Rockford, IL). Cette cationisation permet la substitution des groupes carboxyles de la protéine 

par des groupements amines. La proteine cationisée ainsi obtenue (COVA) possède un point 

isoélectrique basique et permet la fixation d'une plus grande quantité de molécules de vitamioe 

D. Cette réaction de cationisation est catalysée par le EDC (1-ethyl-3-[3-dimethyIaminopropyl] 

carbodümide hydrochloride, Aldrich, Milwaukee, Wï). Le couplage proprement dit entre la 

protéine cationisée et la vitamine D est basé sur une réaction dTaminoaikylation dite de Mannich 

entre un hydrogène actif de la vitamine D et le groupement amine actif de la molécule de 

COVA. L'efficacité de la cationisation est vérifiée par analyse du produit obtenu sur un gel de 

polyacrylamide. L'efficacité du couplage entre la cOVA et la vitamine D est vérifiée par 

analyse du produit de la réaction par spectroscopie infi-arouge. 



3.2.2 Anticorps anti-vitamine D 

L'anticorps anti-vitamine D a été produit chez des lapines de type Nouvelle-Zélande tel que 

décrit précédemment par Jean et cou. (1998). Le sénun brut est par la suite puntié à l'aide 

d'une stratégie de purification sur colonne de chromatographie d'affinité A trois étapes: Protéine 

MG-Agarose, cBS A-Sépharose, COVA-vitamine D-Sépharose. 

3.2.3 Procédure de I'ELISA compétitif 

Le pnhcipe de l'ELISA compétitif développé est présenté à la fi,gure 3.1. 

L'essai développé comprend deux étapes successives. Lors de la première étape, effectuée en 

tube, des dilutions en série du complexe COVA-vitamine D à des concentrations allant de 20 

pg/d à 300 n g / d  sont préparées dans un tampon phosphate (PBS). Cent microlitres de 

chaque dilution sont transférés dans des tubes contenant 100 pl d'aoticorps anti-vitamine D à 

une concentration de 2 pghi dans un tampon PBS contenant 0'5% d'une solution de blocage 

(Blocking reagent, Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). Le mélange est alors incubé 

pendant 2 h à 37°C avec agitation puis utilisé pour la deuxième étape. Lors de cette étape, 100 

pl de chacune des réactions sont transférés dans des puits d'une microplaque à ELISA 

(Immulon II, Dynatech Laboratories, Alexandria, VA) préalablement couverts pendant une nuit 

à 4°C de 200 pi d'me solution de COVA-vitamine D diluée dans un tampon carbonate- 

bicarbonate pH 9'6 à une concentration de 10 pgM, bloqués pendant 1 h à la température de 

la pièce à raide d'une solution de blocage à 1% puis lavés trois fois avec une solution de TBS 

contenant 0,195 Tween 20 (TBS-T). Les plaques sont alors incubées pendant 2 h à 37°C avec 

100 pi du mélange préalablement incubé et lavées quatre fois avec du TBS-T afin d'éliminer le 

résiduel d'échantillon non fixé. La dernière étape de l'essai correspond à l'ajout de IO0 pl 

d'une solution d'anticorps anti-lapin couplé à la peroxydase et dilué 1 :1000 dans du PBS 

contenant 0.5% de solution de blocage (PBS-0,SBR). Ces anticorps anti-lapin réagiront avec 

les anticorps anti-vitamine D libres qui ont pu réagir avec le complexe COVA-vitamine D fixé 

sur la microplaque. La révélation de cette réaction se fait grâce à l'ajout d'un substrat soluble 



de la peroxydase, I'orthophenylène diamine et d'une lecture de l'absorbance il 450 nm. 

L'intensité du signal obtenu est inversement proportionnelie à la quantité de COVA-vitamine D 

présente dans l'échantillon de départ. 

La vitamine D est un haptène de faible taille et les tests imrnunologiques de type compétitif sont 

donc les seuls formats possibles pour la détection de ce composé dans un échantilion 

alimentaire donné. Le principe du test ELISA compétitif indirect développé est illustré à la 

fiame 3.1. L'utilisation d'un anti-lapin marqué est rendue indispensable en raison de la 

difficulté à marquer la vitamine D à l'aide d'un marqueur non radioactif. Les concentrations 

des différents paramètres du test ont été choisies de façon à obtenir le meilleur signal 

spécifique. La concentration de COVA-vitamine D fixée au fond des puits est de 2 pg par 

puits. L'utilisation d'une concentration élevée en COVA-vitamine D permet d'avoir 

suffisamment de cible pour les anticorps anti-vitamine D qui demeurent Lires dans le mélange 

de départ. La concentration en anticorps anti-vitamine D ajoutée à I'échantilIon analysé à été 

optimisée de façon à avoir le plus faible ratio signal obtenu en présence d'antigène/ signal en 

absence d'antigène. La figure 3.2 représente les courbes des signaux obtenus avec différentes 

concentrations d'anticorps anti-vitamine D en présence et en absence d'antigène. L'examen de 

ces courbes et du tableau 3.1 montrent qu'à des concentrations inférieures à 0,125 pgd ,  le 

ratio est élevé ce qui veut dire que la différence entre les deux signaux est faible. Ceci peut être 

expliqué par la fable concentration d'anti-vitamine D qui devient un facteur limitant pour cet 

essai. À des concentrations supérieures, une différence significative est obtenue entre le signal 

obtenu dans la réaction effectuée en présence d'antigène et en absence d'antigène. Cette 

expérience a été réalisée en duplicata et de très faibles écarts-types ont été obtenus (non visibles 

sur le graphique). Dans notre cas, la concentration de 2 pghl d'anticorps ad-vitamine D a 

été retenue pour le reste du travail. Aucune inhibition n'est obtenue lorsque l'OVA cationisée et 

L'OVA native sont utilisées et ceci même à des concentrations de 10 p g / d  (résultats non 

présentés). Cette expérience prouve une fois de plus la spécificité de l'anticorps produit. 



La spécificité du signal obtenu a été vérifÏée par I'analyse de solutions de COVA-vitamine D 

ayant des concentrations allant de 10 pghi à 150 ng/d- À des concentrations comprise entre 

10 pglml et 300 nglml, le signal obtenu est strictement proportionnel à la concentration de 

COVA-vitamine D contenue dans l'échantillon avec un coefficient de corrélation de 0.981 (Fig. 

3.3). À des concentrations inférieures, le signai obtenu demeure constant. En veau de ce 

résultat, on peut dire que le seuil de détection obtenu par la méthode ELISA développée est de 

300 ng/mL A noter que cette expérience a été également réalisée en duplicata et que les écms- 

types obtenus sont tellement faibles qu'on les observe pas sur le graphique. 

Des expériences d'inhibition en présence de vitamine D seule sont en cours. Au préalable, le 

problème de solubilité de la vitamuie D dans des tampons usuels tels que PBS et TBS doit être 

résolu. La validité du test développé sera vérifiée par analyse d'échantillons de lait fortifié et 

comparaison des résultats 2 ceux obtenus avec la méthode cbromatographique de référence. 

En conclusion, le test ELISA compétitif of ie  un excellent outil de quantification de la vitamine 

D. Un tel format est beaucoup moins coûteux que les méthodes chromatographiques et 

biologiques traditiome~es et permet l'analyse de plusieurs échantillons simultanément. La 

sensibilité obtenue correspond aux concentrations de vitamine D normalement ajoutées dans le 

lait . 
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3.5 Figures et tableaux 

Figure 3.1 - Représentation schématique du principe du test de type ELISA compétitif. 

Figure 3.2 - Variation du signal obtenu par ELISA compétitif en fonction de la concentration 

en anticorps ami-vitamine D en présence et en absence de COVA-vitamine D. 

Figure 3.3 - Étude de la corrélation entre la concentration en COVA-vitamine D et le signal 

obtenu par ELISA compétitif. 

Tableau 3.1 Évaluation du ratio signal de l'ELISA compétitif en présence de COVA-vitamine 

D sur celui en absence de COVA-vitamine D. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

Dans cette étude, une stratégie moléculaire de conjugaison entre la vitamine D et une molécuie 

transporteuse a été développée. Le complexe CESA-vitamine D a été utilisé pour 

i'immunisation de lapines de type Nouvelle-Zélande. Les anticorps polyclonaux produits ont 

été purifiés par une stratégie de purification à trois étapes : Protéine MG-Agarose, cBSA- 

Sépharose et COVA-vitamine D-Sépharose. Bien qu'il nous a été impossible d'effectuer des 

essais avec de la vitamuie D seule compte tenu de son fort caractère hydrophobe et de son 

insolubilité dans la majorité des tampons utilisés, l'ensemble des expériences de spécificité 

réalisées avec les anticorps purifiés nous semblent suffisant pour conclure que les anticorps 

produits sont spécinques à la vitamine D. 

Deux formats de test immunologiques ont été développés, un test Immunoblot et un test de 

type ELISA compétitif. Une sensïblité de l'ordre de quelque nanogramme et une forte 

corrélation entre la concentration en antigène testée et le signal généré ont été obtenues. Des 

analyses sur des atiments fortifiés devraient être réalisées prochainement pour la validation du 

test développé. 

Les stratégies immunologiques ainsi développées paraissent très prometteuses en terme de 

sensibilité, de rapidité et de simplicité. Eues offrent un excellent potentiel pour l'automation et 

l'utilisation en analyse de routine pour la quantification de la vitamine D dans le lait et les autres 

produits laitiers fortifiés, 




