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Introduction

La vitamine Biz, également souvent appelée co-
balamine, est une vitamine hydrosoluble contenant
du cobalt. Elle est produite par certaines bacté-
ries. Les organismes supérieurs, tels que les
plantes et I’étre humain, sont incapables de syn-
thétiser cette molécule et doivent donc I’obtenir
parlingestion d’aliments tels que les viandes, les
ceufs et les produits laitiers. Chez ’animal, la vi-
tamine By, est synthétisée par des agents micro-
biens. La vitamine By est essentielle a plusieurs
égards au niveau métabolique. Sous sa forme de
méthylcobalamine, elle est un cofacteur requis
pour 'enzyme méthionine synthétase. Cette der-
niere catalyse la transformation de I’homocys-
téine en méthionine. La vitamine B, sous sa
forme d’adénosylcobalamine, est également un
cofacteur requis de l'enzyme méthylmalonyl-
coenzyme A mutase, qui catalyse la transforma-
tion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA.
Cette mutase est impliquée dans la dégradation
de différents acides aminés, d’acides gras et du
cholestérol.

Manifestations cliniques d’une carence
en vitamine Bq,

La carence en vitamine Bz peut conduire a des
lésions irréversibles du systeme nerveux qui pré-
cédent les signes hématologiques de I'anémie
pernicieuse. Une démyélinisation des nerfs péri-
phériques donne lieu a un tableau de polyneuro-
pathie avec hypoesthésie et paresthésies. Une dé-
myélinisation au niveau de la moelle épiniere
peut conduire a une myélose funiculaire avec des
troubles de la marche, des signes pyramidaux et
des parésies. Le risque de développer une psy-
chose ouune démence a été décrit lors de carence
en vitamine By,. Cette hypovitaminose peut éga-
lement se traduire par des atteintes au niveau des
épithéliums a prolifération rapide, tels que les
muqueuses du tractus gastro-intestinal ou elle
inhibe la maturation cellulaire. La manifestation
clinique est alors celle d'une glossite dite de
«Hunter» caractérisée par une langue rouge et
dépapillée avec sensations de brilures et la sur-
venue éventuelle de diarrhées.

Problémes liés a la détermination
des taux sériques

La vitamine B, en circulation dans le sang se
trouve principalement liée aux deux protéines de
transport transcobalamine et haptocorrine.
Seule la petite fraction liée a la transcobalamine
(environ 10 a 25%) est biodisponible et donc
biologiquement active. Le complexe transcoba-
lamine associée a la vitamine B, est appelé
holotranscobalamine. Les mesures des taux sé-
riques de vitamine Bi» pour I'évaluation des ré-
serves de vitamine Bi, ont une spécificité et une
sensibilité limitées. Pour confirmer la présence
d’une réelle carence en vitamine B, les dosages
combinés de I'holotranscobalamine et des deux
métabolites (acide méthylmalonique et homocys-
téine) peuvent contribuer a éclaircir la suspicion
clinique d’hypovitaminose. Dans la carence en
vitamine B2, 'holotranscobalamine est abaissée
et les concentrations des deux métabolites aug-
mentent a la suite des perturbations touchant
leur transformation en succinate et en méthio-
nine.

L'acide méthylmalonique mesuré
par spectrométrie de masse

Le méthylmalonyl-CoA est déterminé sous la
forme d’acide méthylmalonique par spectro-
métrie de masse en chromatographie gazeuse
(CG-SM) dans 'urine, le sérum ou le plasma. La
figure 1 X représente schématiquement le pro-
cédé de la mesure. La premiere étape consiste
a extraire I'acide méthylmalonique et les autres
acides organiques a I'aide d’'un solvant, puis a
procéder a leur dérivatisation chimique (Etape 1).
Les acides sont ensuite séparés par chromato-
graphie gazeuse et détectés immédiatement par
spectrométrie de masse. L'extrait d’acides est
transformé en vapeur dans 'injecteur (Etape 2),
puis conduit dans un petit capillaire en verre de
25 metres de long, dont la surface interne est
recouverte d’un film liquidien. Les différents
acides progressent a des vitesses différentes dans
le systeme de capillaires de verre (Etape 3) avant
de passer du chromatographe gazeux au spec-
trometre de masse. Les éluats y sont pesés, au-
trement dit la masse de chacune des différentes
molécules d’acide y est mesurée (Etape 4), donc
détectée.
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Pour la détermination de I’acide méthylmalo-
nique, le prélevement et I'envoi au laboratoire
spécialisé d’environ 5 ml d’urine (récipient sans
additif) ou d’un millilitre de sérum/plasma sont
requis. Les échantillons peuvent étre envoyés a
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Figure 1

Représentation schématique de la détermination de I'acide

meéthylmalonique.

Etape 1: Extraction et dérivatisation.

Etape 2: Injection.
Etape 3: Séparation.

Etape 4: Détection par spectrométrie de masse.
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Figure 2
Détermination de I'acide méthylmalonique par CG-SM.

Profil des acides organigues (chromatogramme). Lacide méthylmalonique (MMA) apparait

a 23,62 minutes.

température ambiante (non réfrigérés) sous ré-
serve qu’ils parviennent au laboratoire le jour
suivant.

Les tests spectrométriques de masse ont pour
principaux avantages leur grande spécificité et
leur excellente sélectivité. La spectrométrie de
masse analyse en effet une caractéristique tres
spécifique d’'une substance, c’est-a-dire sa masse
(poids). Le temps de rétention et le spectre de
masse forment ensemble un critere tres spéci-
fique pour 'analyse. La sensibilité est également
un atout positif de ce type de mesure. En outre,
ce type d’analyse permet de détecter et de doser
des quantités méme tres faibles de la substance
a analyser. Les inconvénients de la méthode
résident dans le colit élevé des analyses, qui se
situe aux alentours de 180 points de taxation. Les
cotits élevés des analyses sont dus au travail re-
lativement important requis pour la préparation
des échantillons et au prix des équipements (sys-
temes CG-SM).

Exemple:
nourrisson d’'une végétalienne

La figure 2 &M représente le profil des acides or-
ganiques (chromatogramme) dans I'urine d’un
enfant en bas age, dont la mere est végétalienne
et nourrit son enfant exclusivement avec du lait
maternel, ce qui a conduit a une carence en vita-
mine Bi2. Les pics correspondent aux différentes
composantes de I'urine. Le picintense a 24,37 mi-
nutes correspond par exemple a 'urée et celui a
38,53 minutes a 'acide citrique. 'acide méthyl-
malonique a un temps de rétention de 23,62 mi-
nutes.

Quand faut-il mesurer lI'acide
méthylmalonique?

Il n’existe toujours pas d’«étalon or» pour la mé-
thode de confirmation d’une carence en vitamine
Bi2. La mesure de I'acide méthylmalonique est
encore sujette a controverse. Des valeurs légere-
ment augmentées d’acide méthylmalonique ne
sont ainsi pas forcément pathologiques et ne jus-
tifient pas obligatoirement un traitement [1].
D’autre part, la présence d’une insuffisance ré-
nale ou une hypovolémie [2] peuvent conduire a
une augmentation de I'acide méthylmalonique
dans le sang ou I'urine. Récemment, I’analyse de
I'holotranscobalamine a suscité des échos positifs
danslalittérature scientifique dans1’optique d’un
diagnostic précoce dhypovitaminose Biz [3].
Contrairement a l'acide méthylmalonique, les
taux d’holotranscobalamine ne sont pas influencés
par une diminution de la fonction rénale.

En cas de suspicion de carence en vitamine By,
la mesure de 'acide méthylmalonique est un test
trés sensible pour le dépistage précoce ou la
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confirmation du diagnostic. Il permet en outre de
vérifier la réponse au traitement. ’acide méthyl-
malonique s’éléve des les premiers stades d’une
carence en vitamine Bi,, avant méme que les
concentrations de la vitamine Bi» ne s’abaissent
de maniere mesurable [1]. De plus, s’il s’agit
d’une carence sévere en vitamine Bqz, on obser-
vera non seulement une augmentation d’un fac-
teur supérieur a 100 des taux d’acide méthylma-
lonique, mais aussi d’autres métabolites (par ex.
I'acide 3-hydroxypropionique ou I'acide méthyl-
citrique).

Contrairement aux mesures des concentrations
sériques de vitamine B1,, qui ne s’abaissent qu’en
cas de carence alimentaire en vitamine Bi: et de

Références

Chanarin I, Metz J. Diagnosis of cobalamin ceficiency: the old
and the new. Brit J Haematol. 1997;97:695-700.

Klee GG. Cobalamin and folate evaluation: measurement of
methylmalonic acid and homocysteine vs vitamin By, and folate.
Clinical Chemistry. 2000;46(8):1277-83.

Miller JW, Garrod MG, Rockwood AL, Kushnir MM, Allen LH,
Haan MN, Green R. Measurement of total vitamin By, and
holotranscobalamin, singly and in combination, in screening

—_

Do

w

troubles de la résorption intestinale de la vitamine
B2, analyse de I'acide méthylmalonique permet
de déceler aussi des troubles rares du transport
de la vitamine Bi; [4] ou de la syntheése intracellu-
laire du cofacteur adénosylcobalamine [5], ainsi
qu’'un déficit en méthylmalonyl-CoA mutase.
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le sérum/plasma. Les concentrations d’acide mé-
thylmalonique se normalisent en effet complete-
ment dés les premiers jours de substitution de
vitamine Bi».
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