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ETUDE COMPAREE DE QUATRE METHODES D’EXTRACTION DE L’ADN DU GENE
DE L’INSULINE (INS) CHEZ LES DIABETIQUES DE «TYPE 2» EN COTE D’IVOIRE
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RESUME

Introduction : Le diabéte de type 2 est le résultat
d’une combinaison de prédispositions génétiques et de
facteurs environnementaux. Plusieurs génes dont les
génes de I'insuline et de son récepteur ont été identifiés
dans les formes polygéniques et monogéniques du
diabéte de type 2. En Cote d’Ivoire, trés peu de travaux
ont été consacrés aux mutations affectant le géne de
I'insuline. L’objectif général de ce travail a été de com-
parer quatre méthodes d’extraction d’ADN afin d’effec-
tuer un meilleur séquencage pour mettre en évidence
des mutations portant sur le géne INS et permettre
une meilleure prise en charge médicale.

Matériel et Methodes : Il s’agit d’'une étude expé-
rimentale prospective réalisée, a I'Institut Pasteur de
(IPCI) et a la Clinique de diabétologie du Centre Hospi-
talier Universitaire (CHU) de Treichville en Cote d’Ivoire,
sur 30 échantillons de sang total veineux de patients
diabétiques de type 2 prélevés sur tube EDTA (éthyléne
diamine tétra-acétique). Aprés isolement des cellules
mononucléées, quatre méthodes Qiagen, Phénol/chlo-
roforme, Méthanol et Salting Out ont été utilisées pour
extraire ’ADN. La détermination des Concentration de
DADN a été effectuée a 'aide du fluorométre Qubit®

3 Invitrogen. Méthodes d’analyses pour comparer les
différentes méthodes (Qiagen, Phénol/chloroforme,
Méthanol et Salting Out)

Résultats : La méthode Qiagen Blood Kit Maxi®
(217 et 306 ng/uL) a obtenu des concentrations
moyennes en ADN® (217 et 306 ng/uL) plus élevées et
bien adaptées a la PCR que les trois autres méthodes
d’extraction avec un meilleur rendement drextraction
del7,96 ng/mL a 431,5 ng/mL.

La valeur moyenne du rendement d’extraction
de la méthode Qiagen a été la plus élevée (431,5 ng/
mL La rapidité du travail a été celle observée par la
méthode Qiagen avec un temps réel de 1H15 et un
temps travail de 4H15.

Conclusion : L’évaluation comparative des quatre
techniques a révélé que la méthode d’extraction Qiagen
est la meilleure pour obtenir une bonne qualité de
L’ADN et une meilleure amplification du géne de
I'insuline humaine

Mots-clé : Cote d’Ivoire - Diabéte de type 2 —
Méthode d’extraction d’ADN —

ABSTRACT

Introduction : Type 2 diabetes is the result of a
combination of genetic predisposition and environmental
factors. Several genes including the insulin and insulin
receptor genes have been identified in polygenic and
monogenic forms of type 2 diabetes. In Cote d’lvoire,
very few studies have been performed on mutations
affecting the insulin gene. The aim of this work was
to compare four methods of DNA extraction in order to

perform better sequencing to highlight mutations in the
INS gene and allow better medical management.

Material and Methods : This is a prospective ex-
perimental study carried out at the Pasteur Institute of
(IPCI) and at the Diabetology Clinic of the University Hos-
pital Center (CHU) of Treichville in Céte d’Ivoire, on 30
venous whole blood samples of type 2 diabetic patients
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collected on EDTA (ethylene diamine tetra-acetic) tube.
After mononuclear cells isolation, four methods Qiagen,
Phenol/ chloroform, Methanol and Salting Out were used
to extract DNA. The DNA concentrations were measured
by the Qubit® 3 Invitrogen fluorometer.

Results : The Qiagen Blood Kit Maxi® method (217
and 306 ng/uL) obtained higher mean DNA concentra-
tions well suited for PCR than the other three extraction

methods with a better extraction yield of 17.96 ng/mL
to 431.5 ng/mL.

Conclusion : The comparative evaluation of the four
techniques revealed that the Qiagen extraction method
was the best.

Keywords : Céte d’lvoire - Type 2 diabetes - DNA
extraction method

INTRODUCTION

Le diabéte constitue un probléme de santé
publique majeur dans le monde. En Céte d’Ivoire,
le taux de prévalence du diabéte est passé de
5,19 % en 2013 °a 6,2 % en 2017 2. Le diabéte
de type 2 est la forme la plus courante de la
maladie dans 90% des cas. Il est défini comme
une maladie métabolique caractérisée par une
hyperglycémie chronique résultant de l'inaction
de l'insuline par défaut de signalisation au niveau
des récepteurs insuliniques malgré une produc-
tion normale d’insuline 3. Le diabéte de type 2 est
le résultat d'une combinaison de prédispositions
génétiques et de facteurs environnementaux 4.

La production d’insuline comprend de nom-
breuses étapes de voies de signalisation et le glu-
cose controle cette synthése a plusieurs niveaux
depuis la transcription du géne, la stabilisation
des ARNm jusqu’a la traduction et la maturation
de la pro-insuline en insuline 162123,

Plusieurs génes dont les génes de l'insuline et
de son récepteur ont été identifiés dans les formes
polygéniques et monogéniques du diabéte de
type 2 5%°. Des mutations récessives du géne de

I'insuline a I’état homozygote et & Des mutations
a l’état hétérozygote ont été rapportées °.

L’identification de mutations au niveau du
géne INS pourrait expliquer le probléme de la
persistance de l’hyperglycémie malgré le traite-
ment antidiabétique

La recherche de la qualité de ’ADN du géne
de l'insuline humaine est indispensable pour per-
mettre une meilleure amplification du géne INS.

En Cote d’Ivoire, trés peu de travaux ont été
consacrés aux mutations affectant le géne de
I'insuline. L'objectif général de ce travail a été de
comparer quatre méthodes d’extraction d’ADN
afin d’effectuer un meilleur séquencage pour
mettre en évidence des mutations portant sur le
géne INS et de contribuer a une meilleure prise
en charge médicale du diabete de type 2.

Les objectifs spécifiques ont été de décrire les
quatre méthodes d’extraction de ’ADN du géne
INS de l'insuline, de déterminer les concentra-
tions d’ADN aprés extraction et d’établir les
critéres d’évaluation de la qualité de ’ADN apres
extraction.

MATERIEL ET METHODES

CADRE ET TYPE D’ETUDE

Une étude expérimentale prospective a été
réalisée, dans la période d’Octobre 2019 a No-
vembre 2019, a I'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire
(IPCI) et a la Clinique de diabétologie du Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Treichville. Ont
été inclus les échantillons sanguins de patients
adultes atteints de diabéte de type 2 ayant donné
leur consentement éclairé et dont I’age est com-
pris entre 30 et 75 ans.

COLLECTE DES ECHANTILLONS SANGUINS

Le matériel biologique a été constitué d’échan-
tillons de sang total veineux prélevé sur tube
EDTA (éthyléne diamine tétra-acétique) a bouchon
violet dans le strict respect des conditions de pré-
levement '° chez trente (30) patients diabétiques
de type 2 sous ou sans traitement insulinémique.
Ces échantillons, accompagnés de fiches de suivi
du prélévement, ont été ensuite acheminés dans
les 24 heures a I'IPCI selon les régles de sécurité
pour analyse.
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II-2-Appareillage et réactifs de Biologie
moléculaire

MATERIEL TECHNIQUE | REACTIFS

Solution de Ficoll (Milieu
de séparation des lympho-
cytes, d =1,077),

SDS (Dodécyl sulfate de
sodium) a 10%,

Ethanol a 95°C refroidi, ET
Ethanol & 70°C refroidi sur

glace utilisé

Agitateur vortex de marque
MIX FISCHER BAND®

Balance de précision de
marque BEL engeering®,

Microcentrifugeuse de
marque mySpin®

Centrifugeuse réfrigérée de

kit Qiagen
marque SIGMA Fischer®, Qlag
. N . | Protéinase K a 20 mg/mL,
un bain-marie a 60°C Hei- .
Solution deMgClI2,
bolph® , .
Tris-Hcl,

Une hotte chimique de
. PBS (tampon phosphate

marque Bioband contact®, K
buffer saline)

Acétate de sodium,
un Qubit 3 Fluorometer | Phénol/chloroforme
Invitrogen ™ de marque | Alcool isoamylique,

Solution de NaCl, le triton

X-100
II-3-Méthodologie

Thermo Fisher

Il existe différents protocoles d’extraction
d’ADN mais le principe est a peu preés toujours
le méme et comporte 4 étapes qui sont la lyse
des cellules ou des tissus ; I’élimination des pro-
téines ; I’élimination des autres acides nucléiques
(ARN ...) ; la Concentration d’ DADN par préci-
pitation.

- Extraction de 'ADN génomique par la mé-

thode au kit Qiagen

Dans le fond de chaque microtube de 1,5
ml, 20 uL protéinase K et 200 pl de PBS 1x ont
été déposés puis 200 pL de sang d’échantillon y
ont été ajoutés. A ce mélange 200 uL de tampon
AL ont été ajoutés, et le tout homogénéisé au
vortex par impulsions pendant 15 s. Aprés une
incubation a 56 ° C pendant 10 min suivi d’'une
bréve centrifugation pendant 5 s a vitesse maxi-
male pour éliminer les gouttelettes accumulées
a l'intérieur du capuchon, 200 uL d’éthanol
100 % ont été ajoutés au mélange. Le mélange
ainsi obtenu a été a nouveau homogénéisé au
vortex par impulsion pendant 15 s puis déposé
dans des tubes de lyse. Apres centrifugation des

tubes de lyse pendant 5 s a vitesse maximale, la
totalité du lysat a été déposé dans les colonnes
de centrifugation Qiagen Mini. Les colonnes ont
été centrifugées a 8000 tr/min pendant 1 min
apres fermeture de leurs capuchons puis repla-
cées dans de nouveaux tubes de lavage apres
élimination du surnagent. 500 puL de tampon
AW1 ont été ajoutés dans ces nouveaux tubes
de lavage, suivi d’'une 2¥™ centrifugation a 8000
tr/min. Apres élimination du surnagent, 500 uL
de tampon de lavage AW2 ont été ajoutés dans
les colonnes de centrifugation QIAmp Mini. Ces
colonnes ont été centrifugées a 14000 tr/min
pendant 1 minute puis placées a nouveau dans
des tubes de lavage apreés élimination du sur-
nagent. Les colonnes contenues dans les tubes
de lavage ont été centrifugées a 14000 tr/min
pendant 3 minutes pour sécher la membrane
complétement. Apres élimination du surnagent,
les colonnes de centrifugation QIAamp ont été
a nouveau placées dans des tubes d’élution et
enfin 200 uL de tampon d’élution ont été déposés
au centre de la membrane de chaque colonne de
centrifugation puis le nouveau mélange obtenu a
été centrifugé a 8000 tr/min pendant une minute
afin d’é¢luer ’ADN. Ensuite I’ADN a été conservée
a -20° C.

- Extraction de ’ADN génomique par la mé-

thode phénol/chloroforme-alcool-isoamylique

Dans un micro-tube de 2 mL, 1 ml de sang
total a été ajouté a 1 ml deau distillée et cen-
trifugés a 14000 g pendant 10 minutes puis le
surnageant éliminé. Cette étape a été répétée
2 ou 3 fois. Puis 1 ml de tampon de lyse I a été
ajouté au culot puis homogénéisé au vortex avant
d’étre centrifugé de nouveau a 14000 g pendant
S5 minutes. Aprés élimination du surnageant
rejeté, 800 uL de Tampon de lyse II et 100 pL
de SDS 10% et 25 pL de protéinase k ont été
ajoutés au culot et les tubes ont été incubés a
56 ° C pendant 2 heures. Apres incubation, 400
uL de phénol ont été ajoutés au lysat contenant
I’ADN. Le mélange, aprés homogénéisation douce,
a été centrifugé a 10000 g pendant 5 minutes et
le surnagent récupéré. 400 uL de phénol chloro-
forme-alcool isoamylique (v/v/v, 25:24:1) ont été
ajoutés dans le surnagent obtenu et le mélange
obtenu centrifugé a 10000 g pendant 5 minutes
. 400 pL de chloroforme-alcool isoamylique (24:1)

Etude comparée de quatre méthodes d’extraction de UADN du gene de linsuline (INS) ...
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et 50 ul d’acétate de sodium (0,3M) ont été ajou-
tés dans le surnagent obtenu. Apres agitation et
centrifugation du surnageant a 4000 g pendant
S minutes, ’éthanol absolu a froid a été ajouté, 3
fois le volume de la solution résultante de hétape
précédente puis les tubes centrifugés a 4000 g
pendant 3 minutes aprés une agitation légere.
Le surnageant a été ensuite rejeté et 1 ml de
béthanol 70% a été ajouté au culot d’ADN puis
le mélange obtenu centrifugé a 4000 g pendant 3
minutes. Cette étape a été répétée 3 fois. Aprés
élimination du surnageant, ’ADN est séché a bair.
Enfin, 100 uL de TE ont été ajoutés au culot et
stockés a -20°C.

- Extraction de ’ADN génomique au Méthanol

- L’ADN génomique a été extraire selon le
protocole modifié de Miguel '® en 2013. Le
sang total (25 pL) a été transféré dans un
tube Eppendorf de 1,5 mL. Ensuite ont été
ajouté le tampon de lavage (950 uL de PBS 1X
plus 50 uL de saponine 10%) puis le mélange
incubé a 4 °C pendant une nuit. Le tampon
de lavage a été retiré puis un lavage a été
effectué avant d’ajouter 150uL de méthanol.
Aprés une incubation de 20 min, le méthanol
a été délicatement retiré et les tubes ont été
séchés a la température ambiante pendant 2
heures avant d’ajouter 300 uL d’eau stérile. Les
tubes ont ensuite été chauffés a 99 °C dans
un thermo-mixeur pendant 30 min pour éluer
I’ADN puis les extraits d’ADN ont été aliquotés
dans un tube eppendorf de 1,5 mL.

- Extraction de I’ADN par la méthode de Sal-

ting Out

L’extraction de ’ADN génomique des cellules
mononucléées du sang périphérique a été réa-
lisée selon la méthode décrite par Maurya en
2013 7. Aprés décongélation, le sang a été mis
en suspension dans 900 uL de tampon A, puis
maintenu dans de la glace pendant 15 minutes,
et centrifugé a 10 000 tr / min a 4 ° C pendant
10 minutes. Apres élimination du surnageant, les
cellules mononucléées (environ 107 cellules) préa-
lablement isolées ont été remises en suspension
dans un tube contenant un volume de 1,8 mL de
tampon B, auquel ont été ajoutés 150 uL de SDS
a 10% et 20 uL de protéinase K (20 mg / mL). Le
meélange obtenu a été incubé pendant une nuit a
56°C sur un orbiteur shaker dans un bain marie.

Aprés incubation, un volume de 700 uL de NaCl
saturée a été ajouté au mélange réactionnel. Le
tout a été vigoureusement mélangé pendant 15
min, puis centrifugé a 10 000 tr/min a 4 °C pen-
dant 10 minutes. Le surnageant a été délicatement
recueilli, puis mis dans un autre tube de 15 mL en
polypropyléne de type Falcon et le culot rejeté. Le
surnageant a été mis dans des aliquotes. L’ADN a
été précipité dans un volume de 450 uL d’éthanol
absolu refroidi a la glace et le mélange centrifugé
a 10 000 trs/min a 4 °C pendant 10 minutes.
Un volume de 50 pL d’é¢thanol 100% glacial a été
ensuite ajouté dans chaque tube aprés élimination
du surnageant. Le contenu du tube a été ensuite
mélangé par retournement. Le précipité blanc
d’ADN, apparu sous forme de coton a été recueilli.
L’ADN recueilli a été lavé trois fois avec de I’étha-
nol 70%, séché a l'air pendant 30 minutes, puis
dissous dans du tampon TE pendant au moins
4 h a 50°C, avec une agitation douce au cours
de l'incubation. L’échantillon d’ADN purifié a été
conservé a -20°C pour une utilisation ultérieure.

II-4-Détermination des concentrations
d’ADN par le Qubit

Apres extraction de I’ADN, la mesure de la
concentration de ’ADN des différents échantillons
a été effectuée a l'aide du fluorometre Qubit® 3
Invitrogen 3 dont le principe est basé sur une
interaction entre un fluorophore (un colorant
fluorescent) et la molécule d’ADN. Le fluoro-
phore se lie spécifiquement a ’ADN et émet de
la fluorescence (Longueurs d’ondes d’émission
510 a 720 nm ; Longueurs d’ondes de détec-
tion : 300 4 1000 nm). A une quantité spécifique
du colorant, la quantité de signal de fluorescence
de ce mélange est directement proportionnelle a
la concentration d’ADN dans la solution, méme
en présence d’autres biomolécules 1% 12,

La mesure a été effectuée comme suit : Dans
un tube Eppendorf, 190 uL d’extrait d’ADN ont
été déposés, puis 10 uL de tampon du kit Qubit
3® ont été ajouté soit un volume total de 200 uL.
Apres une agitation douce le mélange a été incubé
a température ambiante pendant 2mn puis placé
dans le fluorométre. Le calcul de la concentration
d’ADN dans I’échantillon est effectué par I'appareil.
La lecture de la concentration de chaque échan-
tillon a été faite en 3 secondes et les résultats ont
été consignés dans un fichier Excel.
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II-5 Critéres d’évaluation de la qualité
de ’ADN

Dans cette étude, le rendement de ’extraction
et la rapidité ont été utilisés comme critéres
d’évaluation de la qualité de 'ADN. Les autres
critéres sont la taille des fragments d’acides
nucléiques et la pureté (Bienvenu et al., 1999).
Le rendement a été calculé en réalisant le rapport
entre la quantité d’ADN obtenue et le volume ini-
tial de sang total utilisé. La rapidité est le temps
nécessaire pour réaliser une extraction. Elle a été
déterminée par le temps réel et temps de travail.

II-6-Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été
réalisée a partir du logiciel Graph Pad Prism
version 8.0.1. Le test de Student a été utilisé
pour la comparaison des moyennes. Le seuil de
significativité est p < 0,05 avec un intervalle de
confiance a 95%. Les résultats ont été exprimés
en moyenne accompagnés des erreurs standards
sur la moyenne (moyenne + ESM).

II-7-Considération éthique

Cette étude a été réalisée conformément a
la déclaration d’Helsinki et a eu l'approbation
du comité National d’Ethique et de Recherche
(CNER) dont la référence est N/Réf :127-18/
MSHP/CNESVS6-km.

RESULTATS

Epidémiologie du diabéte de type 2 dans la
population d’étude

Parmi les 30 échantillons de patients diabé-
tiques de type 2 analysés, ily a eu plus d’hommes
diabétiques (16/30 ; 53,33%) que de femmes
(14/30 ; 46,67%) avec un Sex ratio de 1,14.

La moyenne d’age de la population d’é¢tude a
été de 55 = 1,66 avec des extrémes de 30 4 75 ans.

Répartition des concentrations d’ADN aprés
extraction selon les quatre méthodes utilisées.

La méthode Qiagen a montré une valeur
moyenne des concentrations d’ADN apreés extrac-
tion plus élevée (86,3 £ 21,62 ng/mL) que celles
des autres méthodes : Phénol/chloroforme (8,98
* 4,07 ng/mlL) , Méthanol (8,91 £ 4,12 ng/mlL)
e et Salting out (0,99 * 0,49 ng/mL) (Tableau I)
avec p [1 0,0001 (figure 1).

Par contre les méthodes Phénol/chloroforme,
Méthanol et Salting out ont présenté des valeurs
moyennes de concentrations d’ADN apreés extrac-
tion sans différences significatives p [ 0,1754
(figure 2).

Critéres de qualité de ’ADN selon les quatre
méthodes utilisées

La valeur moyenne du rendement d’extraction
de la méthode Qiagen a été la plus élevée (431,5
ng/mL). Viennent ensuite celles du méthanol

(356,4 ng/mL), du Phénol/chloroforme (17,96
ng/mlL) et de Salting Out (9,9 ng/mL).

La rapidité du travail a été celle observée par
la méthode Qiagen avec un temps réel de 1H15
et un temps travail de 4H15. Le temps de travail
a été de 3H a 7H pour la méthode Phénol/chlo-
roforme, de 4H15 a 6H15 + 1 nuit d’incubation
pour la méthode au méthanol, de 6H20 a 9H30 +
1 nuit d’incubation pour la méthode Salting Out.

Tableau I : Concentration moyenne d’ADN apreés extraction

Echantillons (N=30)
Méthodes Volume desang | Concentra-
D’Extraction total utilisé | tion moyenne
(WD) ADN (ng/mL)
Qiagen 200 86,3+21,62a
Phénol/chloroforme
alcool-isoamylique | 500 8,98+4,07b
(PCI)
Méthanol 25 8,91+412¢
Salting out 100 0,99+0,49d

La différence est significative pour p [10,05 NS=
Non significatif
aetb:p=0,0009 aetc:p=0,0009 aetd:p=0,0002

betc:p=09894NS betd:p=00557NS cetd:p=
0,0557 NS

Etude comparée de quatre méthodes d’extraction de UADN du gene de linsuline (INS) ...
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Figure 1 : Histogramme des Concentration D’ADN
obtenue par la méthode Qiagen et les autres méthodes
conventionnelles

_ p<0,1754
5
E a0
o
=
=
Z 30
=<
S 20
[
S
T 10
£
H
£ o0
S
(5] S S &
© & &
& &
& -
& Cia

Méthodes d'extraction de 'ADN

Figure 2 : Histogramme des Concentrations D’ADN
obtenues par les méthodes de Salting Out et des solvants
organiques

DISCUSSION

DONNEES SOCIODEMOGRAPHIQUES

La moyenne d’age mise en évidence dans cette
étude été était de 55 ans. Le diabéte de type 2
se manifeste généralement aprés 40 ans, touche
surtout les personnes au-dela de 50 ans !? et
est diagnostiquée vers 1’age de 65 ans ° .

Etude comparative des quatre Méthodes
d’extraction

L’évaluation comparative des quatre tech-
niques d’extraction de ’ADN Qiagen, Phénol/
chloroforme, Méthanol et Salting Out a révélé
que la méthode d’extraction Qiagen a été la meil-
leure avec de concentrations d’ADN plus élevées
aprés extraction avec un meilleur rendement
d’extraction qui permet la réalisation de la PCR.
En effet, les concentrations en ADN obtenues
avec les méthodes Qiagen Blood Kit Maxi® sont
en moyenne de 217 et 306 ng/uL et bien adaptées
a la méthode PCR*®. Cependant ces concentra-
tions ne sont pas adaptées a des expériences
ultérieures de détection des séquences d’ADN
(Southern-blot), nécessitant environ 10 ug dans
un faible volume (10 a 30 puL). Il faut dans ces cas
effectuer des concentrations par précipitation de
I’ADN a I’alcool *.

Par contre les concentrations d’ADN aprés
extraction ont été nettement plus faibles avec les
méthodes Salting Out par rapport aux méthodes
utilisant des solvants organiques que sont Phé-
nol/chloroforme et Méthanol’. La méthode au

phénol-chloroforme est reconnue comme la
méthode de « référence » permettant ’extraction
d'un ADN hautement purifié débarrassé de la
trés grande majorité des contaminants possibles.
Malheureusement l'utilisation du phénol toxique
constitue un inconvénient majeur car il doit
étre manipulé avec grande précaution. Cette
méthodologie est donc peu adaptée au laboratoire
d’analyse médicale de ville +511,

Les méthodes au phénol-chloroforme, Qiagen
Blood Maxi®, chlorure de guanidium ont donné
un rendement moyen drextraction de 15a 41 ug/
ml du volume de sang frais utilisé ce qui permet
de réaliser au minimum une analyse par Sou-
thern-blot et plusieurs dizaines de réactions de
PCR par ml de sang*.

Concernant le temps de travail, La méthode
Qiagen a été plus rapide que les autres méthodes.
Parmi les autres méthodes, la méthode au phé-
nol-chloroforme est la moins longue. Les travaux
de Bienvenu en 1999 sur la méthode Qiagen
Blood Kit Maxi® ont montré un temps de travail
(2h30 dont 1h35 de travail effectif) similaire a
celui de notre étude. Les méthodes les plus lon-
gues sont celles utilisant les solvants organiques
tel que le phénol-chloroforme 7!*-

Des méthodes trés rapides, adaptées uni-
quement a I’amplification par PCR de fragments
génomiques, ont été récemment commerciali-
sées : Genereleaser® de ATGC Biotechnologie,
qui consiste a ajouter 1 ul de sang directement
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dans un tube PCR contenant une solution de
lyse (10 mn), et Dynabeads DNA direct® de
Dynal, qui consiste a purifier de DADN dans
un seul tube a partir de 10 pl de sang a baide

de microbilles magnétiques (10 mn). Lravenir
est probablement dans bautomatisation de ces
méthodes dextraction de LADN *5,

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La méthode Qiagen est excellente, plus simples
et plus rapide que les méthodes conventionnelles
réduisant le colt en personnel et pouvant ainsi
étre des alternatives intéressantes dans certains

laboratoires. Cependant I’évaluation de la pureté
de ’ADN apres extraction par la mesure de ’ab-
sorbance par spectrophotomeétrie est indispen-
sable pour une meilleure PCR.
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