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ADIAPURE  OPTIMISE LES PERFORMANCES DE 
LA PCR PARATUBERCULOSE

La PCR a aujourd©hui t rouv"  sa place dans le diagnost ic de la paratuberculose 
bovine. Adiag$ne cont inue de travai l ler  sur l©opt imisat ion de son test  et, apr$s la 
sort ie d©un k i t  PCR temps r" el  cet  " t " ,  lance un nouveau syst$me d©extract ion en 
plaques 96 pui ts, s imple, et  qui  permet de gagner en sensibi l i t" .

Nous! connaissons! tous!
l'importance! de! la! qualit" ! du!
pr"l v ement! pour! la! r" alisation!
d'une! analyse! biologique.! Une!
fois!arriv"!dans!de!bonnes!condi-
tions! au! laboratoire,! le! pr"l -
vement!sera!enregistr"!pour!%tre!
conserv" ! ou! trait" ! imm" diate-
ment.!

En! ce! qui! concerne! les! ana-
lyses! PCR,! la! premi re! "tape! de!
pr" paration! de! l'ADN! est! sou-
vent! un! point! critique! difficile! #!
optimiser! et!#! automatiser.! Les!
m"thodes!de!lyse!des!cellules!et!
des! virus! sont! tr s! diverses! et!
trop! souvent! sp" cifiques! d'une!
analyse! #! l'autre.! La! purification!
de! l'ADN! peut! elle! aussi!%tre!
r"alis"e! suivant! diverses! m"tho-
des.!

Il! y! a! deux! ans,! Adiag ne! a!
souhait"! relever! le! d"fi! de! sim-
plifier! et! d'am" liorer! la! sensibi-
lit" ! de! notre! test! Adiavet&! PCR!
ParaTB.

! Comme! vous! le! verrez,! les!
r" sultats! sont! des! plus! int"r es-
sants.!Bonne!lecture.

Dr!Bruno!Chevallier,!!P.D.G.

* L a technologie PCR est prot"g" e par des brevets d"t enus par Hoff-
mann La Roche Inc.

A D I A P U R E 

È

Mycobacterium avium! subsp.! paratuberculosis 
(MAP)! est! une! bact"r ie! responsable! d̀inflam-
mation! intestinale! chez! les! bovins.! La!
contamination! se! fait! principalement! par! les!
bouses!infect"es!mais!aussi!de!la!m re!#!son!fútus!
pendant!la!gestation.!
L©excr"tion!de!MAP!est!intermittente!et!s'accompa-
gne! de! r"ponses! immunitaires.! Un! bovin! porteur!
non-malade! peut! excr"t er! 4!#! 10! millions! de!
bacilles! par! jour! et! ce! chiffre! atteint! 40! milliards!
pour!un!bovin!paratuberculeux!clinique.! ! L©aspect!
cyclique! de! cette! excr" tion! rend! cependant! la!
d"t ection! des! animaux! atteints! difficile.! MAP! est!
une! bact"rie! tr s! r"sistante! qui! peut! survivre! en!
milieu!ext"rieur!:!1!an!dans!les!bouses!et!300!jours!
dans!des!eaux!stagnantes.
La!gestion!de!MAP!en! "levage!est!donc!extr%me-
ment! complexe! d'autant! que! la! bact"r ie! peut!
persister! des! ann" es! sans! causer! de! maladie!
clinique.!

Diagnostic et suivi
La!m"thode!de!diagnostic!de! r"f"rence,! la!culture!
bact"rienne,! permet! de! trouver! certains! animaux!
excr"t eurs.! Elle! est! longue! et! difficile,! c'est!
pourquoi! elle! est! souvent! combin" e! avec! le!
diagnostic! immunologique,! notamment! en! suivi!
d'"levage! faiblement! excr"teurs.! La! sensibilit" ! de!
ces! m"thodes! et! surtout! l'excr"tion! intermittente!
ne!permettent!de!trouver!environ!qu'un!excr"teur!
sur! deux.! Une! analyse! n" gative! ne! permet! pas!
forc"ment! de! statuer! sur! l©animal.! Les! plans! de!
ma*trise! sont! donc! tr s! longs! et! l'arr%t! de! la!
production! de! vaccin! en! France! en! 2002! allonge!
encore!les!d"lais.!

La!PCR!est!utilis"e!en! laboratoire!depuis!2000,!de!
performances! " quivalentes! #! la! coproculture!
(d"tection!d©environ!1!excr"teur!sur!2)!,!elle!permet!
de!rendre!les!r"sultats!en!une!journ"e.!Adiag ne!a!
d"velopp" !deux!tests!:!l'un!en!PCR/!dite!«!classique!
»! avec! d"tection! sur! gel! et! l'autre! en! PCR! temps!
r" el.! Les! deux! kits! montrent! une! sensibilit"!
"quivalente!et!tous!deux!ont!pour!cible!g"n"tique!
l©IS900.! ! (kits! vendus! sous! licence! IS900! et! sous!
licence!PCR).
Adiag ne!a!r"ussi!#!augmenter!la!sensibilit"!de!ses!
tests!paratuberculose!en!travaillant!sur!l'extraction!
et! la! purification! de! l©ADN! bact"rien! gr;ce! #! une!
m"thode!combinant!broyage!et!filtration.!

Etape 1 :  Broyage
Les!f ces!sont!d'abord!broy"s!par!l'action!de!billes!de!
verre!dans!un!tampon!de!lyse!sp"cifique.!La!paroi!des!
cellules! bact"r iennes! et! bovines! va! se! briser! et! le!
contenu!cellulaire!est! lib"r".!Les!d"bris!sont! "limin"s!
apr s!centrifugation.!
L'ADN!va!ensuite!%tre!purifi"!des!inhibiteurs!de!la!PCR!
gr;ce!au!syst me!de!filtration!ADIAPURE&.

Etape 2 : Elimination des d"bris 
Le!broyat!est!pass"!sur!un!premier!filtre!qui!va!retenir!
les!d"bris!cellulaires!

Etape 3 : R"cup"ration des acides nucl"iques
Le! filtrat! est!
r"cup"r" ! sur! une!
membrane! d©ul-
trafiltration! ! ! au!
tamis! plus! serr"!
qui! va! retenir!
l'ADN! et! "liminer!
les!ions,! lipides!et!
prot"ines...
Apr s! lavage,!
l'ADN! purifi" ! de!
tous! les! inhibiteurs! potentiels! de! la! PCR! est!
int"gralement!retenu!sur! le!deuxi me!filtre.!Remis!en!
suspension!dans!un!tampon!d'"lution,!l'ADN!peut!%tre!
conserv"!plusieurs!mois!#!±20C!avant!analyse!et!est!
directement!pr%t!#!%tre!analys"!par!PCR.! (Sch"ma!du!
syst me!ADIAPURE&!:!voir!au!verso)

Comparaison & la m" tho de actuelle d©extraction 
sur colonnes : 
166!f ces,!dont!94!conserv"s!#!±20C!pendant!plus!de!
deux!ans!et!provenant!de!deux!"levages!positifs,!ont!
"t" ! trait" s! en! parall le! ! par! Adiapure&! et! par! le!
protocole! actuel! (syst me! classique! d'extraction! sur!
colonne).!Une!PCR!qualitative!a!ensuite!"t"!r"alis"e!en!
utilisant! les! r" actifs! du! kit! Adiavet&! PARATB! et!
Adiavet&!PARATB!REALTIME.!
63!f ces!non!congel"s!provenant!d'un!"levage!positif!
ont! "t" ! trait"s! en!parall le! avec! le! syst me!actuel! et!
avec! le! kit! Adiapure! puis! ! analys"! avec! les! kits!
Adiavet&!ParaTB!$classique$!et!temps!r"el.
9! " chantillons! provenant! d©" levages! positifs! ont!
" galement!"t" ! test" s! en! parall le.! Le! bilan! de! ces!
comparaisons!est!repr"sent"!sur!le!tableau!au!verso.



F ces!+!tampon!de!lyse
+!billes!de!broyage

!BROYAGE!+!!!!CENTRIFUGATION!!(15!min)!

Billes!+!gros!d"bris!cellulaires

ADN!+!d"bris!+!petites!mol"cules

FILTRATION!DU!SURNAGEANT!SUR!!!!!LE!FILTRE!1!!(5!min)

D"bris!cellulaires

Acides!nucl"iques

PASSAGE!DU!FILTRAT!SUR!!!!!FILTRE!2!!(5!min)

Macromol"cules<!ADN,!
ions,!petites!mol"cules

ELIMINATION!DU!FILTRE!1

LAVAGES!(2!x!5min)
PUIS!ELUTION!DU!RETENTAT
DANS!!DU!TAMPON!!(5!min)

ELIMINATION!
DU!CULOT

ELIMINATION!DU!FILTRAT

PROTOCOLE ADIAPURE! FECES

Comparaison de deux !chantillons
Rouge et Vert : Protocole ADIAPURE!, Jaune et Bleu :
Protocole actuel. On constate un gain du cycle-seuil 
de positivit" (Cycle threshold ou Ct) de 7 cycles pour 
l©"chantillon 1 et un gain de 9 cycles pour 
l©"chantillon 2.

Nouveaut• s
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TION!

ADIAPURE!  : Extrac tion et pur ific ation de l©ADN pour les 
PCR v"t"r inair es

Syst#me de Double filtr ation en Microplaques 96 

Rapide

Pour des PCR* plus sensibles

* L a technologie PCR est prot"g" e par des brevets d"t enus par Hoffmann La Roche Inc.

Protocoles d"velopp" s  pour :
- l©extraction de l©ADN de Mycobacterium paratuberculosis 
- pour l©extraction de l©ADN des mycoplasmes aviaires 
Bient#t extraction et purification possibles sur d©autres pr"l$vements %

Nous!"tions!au!Carrefour!
europ" en! des! Biotechno-
logies!#!Nantes!fin!Septem-
bre!et!#! l©Euroforum!sur! les!
Biopuces! #! Paris! pour!
pr" senter! le! syst me! de!
d"t ection! de! produits! de!
PCR!sur!puces.

Nous! " tions! #! l©Adilva! !
(Clermont-Ferrand)! en! oc-
tobre,!#!VivEurope!(Utrecht,!
Pays! Bas)! et!#! l©ADEVILA!
(Espagne)!en!novembre.

Nous!"tions!pr"sents!aux!
Rencontres! Recherche!
Ruminants!#!Paris!les!3!et!4!
d"cembre.

Les licences
La!PCR!mais!aussi! la!PCR!

temps! r"el! et! bon! nombre!
de! g nes! de! pathog nes!
v"t"r inaires! (l©IS900! en! fait!
partie)! sont! brevet" s! et!
soumis!#! des! redevances.!
Attention! donc! si! vous! ne!
souhaitez! pas! acqu"r ir! les!
licences! d©utiliser! des! kits!
commerciaux! licenci" s! qui!
vous! exemptent! de! payer!
les!redevances.

La! session! de! formation!
2003! $PCR! en! hygi ne!
alimentaire! et! analyses!
v"t"r inaires$! de! l©ISPAIA!
anim"e! par! Adiag ne! a! eu!
lieu!ces!2,!3!et!4!d"cembre!
derniers.! En! attendant! la!
session! 2004,! Adiag ne!
peut! venir! former! votre!
personnel! au! sein! de! votre!
laboratoire.

Toute! l©"quipe! d©Adiag -
ne!vous!souhaite!de!joyeu-
ses f$tes de fin d©ann"e%

Protocole PCR!classique PCR!temps!r"el

Actuel 7!positifs 6!positifs

Adiapure 12!positifs 13!positifs
seuil!de!positivit" !:!!40!cycles

Commercialis"  par Adiag$ne
Par 192 ou 480 purifications :
r"f"r ences ADP001-192 et ADP001-480
Plus d©informations : infos@adiagene.fr

Solenn!Vaillant-Bougis

Actus
Les! courbes! repr" sentent! la! comparaison! de!
deux!"chantillons!en!PCR!temps!r"el.

Bilan des 166 pr"l#vements :

Le! protocole! Adiapure! s©av re! plus! sensible! et!
devrait!permettre!de!d"tecter!avec!une!bonne!
fiabilit" ! les! animaux! faiblement! excr"t eurs.!
Nous! pourrions,! comme! le! montre! nos!
premiers!essais,!obtenir!deux!fois!plus!de!posi-
tifs!par!"levage.!!Ce!nouvel!outil!est!disponible!
d s! d"cembre! aupr s! d©Adiag ne! pour! l©ex-
traction!de!l©ADN!de!f ces!pour!la!recherche!de!
la!paratuberculose!et!l©extraction!de!l©ADN!pour!
la!recherche!de!mycoplasmes!aviaires.


