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RESUME - Le laboratoire ATLANGENE APPLICATIONS, spicialiste de l'identification gdndtique, travaille essentiellernent 
sur I'ADN. Cette moltcule est le support de toutes les techniques de biologie mol6culaire (PCR, Sdquenqage, PCR en temps &el). 
Elle prbsente cornme caractiristique principale d'&tre extractible de tout produit biologique qu'il soit brut ou transformb. Deux 
tests moliculaires ont it6 divelopp6s : PCR multiplex animale et la Quantification de Vdgttaux Gdnttiquement Modifies 
(V.G.M.). Le premier authentifie simultantment 5 esfices animales (bceuf, porc, mouton, dinde, poulet) susceptibles d'Ctre pri- 
sents dans l'alimentation humaine et animale. Le deuxitme quantifie des V.G.M. tels que mdis ou soja dans tout produit conte- 
nant ces plantes h l'itat brut ou leurs dirivis. Ces deux procCdures d'analyses ont it6 developpies pour rtpondre aux interroga- 
tions des fabricants et consommateurs. Elles s'intkgrent dans une demarche qualitd afin de respecter les normes en vigueur dans 
la communautd europdenne. 
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SUMMARY - ATLANGENE APPLICATIONS laboratory is specialized in genetic identification. All of our tests are made on 
DNA using the most recent technologies in molecular biology. DNA can be extracted from any biological product. We have 
mainly developped two functionnal molecular tests : Multiplex PCR and Genetically Modified Vegetals (G.M.V.) Quantification. 
Multiplex PCR is able to simultaneously identify 5 different animal species that can be found in any food.The second one is made 
to quantify G.M.V. such as maize or soybean in any product containing these vegetals either modified or not. Both these test have 
been developped in order to meet the expectations of the industrials and consumers. They perfectly integrate quality approach to 
be in accordance with european standard commission. 
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INTRODUCTION 
A I'aube du IIE millenaire, les bleveurs, industriels et consom- 
mateurs sont soucieux de l'origine des produits qu'ils utili- 
sent : que ce soit pour tracer un bovin tout au long d'une 
chaine de production, determiner la composition d'un produit 
carne, verifier les mentions d'etiquetage. 
Les ligislations frangaises et europeennes imposent des 
normes de plus en plus strictes en terme de trqabilite des pro- 
duits alimentaires. Les plus recentes techniques de biologie 
molkculaire utilisees au laboratoire et dtveloppkes notamment 
par ATLANGENE APPLICATIONS permettent d'authenti- 
fier un produit alimentaire d'origine animale ou vkgetale. 

1. METHODE 
L'6lectrofocalisation des proteines (H. Rehbein et al., 1995) 
ou I'utilisation d'anticorps specifiques (L.J. Gleeson et al., 
1983) constituent des mtthodes fiables &identification des 
esptces animales, mais restent pour la plupart inopkantes 
lorsque le produit est cuit. La moltcule d'ADN prtsente la 
caractkristique d'Ctre thermostable et de fait plus resistante que 
les protkines aux procedes industriels. 
Nous avons montre que mSme sur un produit transform6 nous 
pouvons determiner I'origine de I'ADN prtsent. 

1.1. EXTRACTION D'ADN 
Une veille technologique trhs poussee et la maitrise des tech- 
nologies de pointe nous a permis de mettre au point un tampon 
d'extraction pouvant extraire 1' ADN d'un produit brut (grains 
de mais, soja, colza.. .), d'un produit transforme simple (arni- 
don de mais, proteine de soja ...) et complexe (Corn gluten, 
Tourteaux, Plats cuisines.. .). 
Des colonnes sp6cifiques de I'ADN permettent de rkup6rer 
une quantite suffisante d'ADN pour Btre exploitke par les tech- 
nologies de pointe pour Ctudier cette moltcule (PCR : Poly- 
merase Chain Reaction, SQuen~age.. .). 
L'ADN extrait est dost par une mithode fluorimCtrique trks 
sensible, utilisant un agent intercalant specifique de I'ADN 
double brin. 
Nos etudes montrent que dans des produits ayant subi des pro- 
cedes technologiques (broyage, etuvage, pasteurisation, stkri- 
lisation.. .), les fragments d'ADN amplifiables n'excedaient 
pas 300 pb (paires de bases). Nous travaillons depuis sur des 
amplicons (resultat de I'ADN amplifik) de moins de 200 pb. 

1.2. LA PCR : POLYMERASE CHAIN REACTION 
La combinaison de l'enzyme Taq Polymerase et d'amorces 
specifiques permet par la mCthode de PCR d'amplifier s@cifi- 
quement un fragment d'ADN. 
Trois etapes peuvent Stre dtcrites pour expliquer ce proces- 
sus : 
- la premitre consiste B dtnaturer B 95°C I'ADN bicatknaire 
(double brin) en ADN monocatenaire (simple brin) ; 
- la deuxitme permet d'hybrider les amorces specifiques sur 
I'ADN simple brin ; ~ - la dernikre &ape est une elongation de I'ADN natif B partir 
des amorces qui duplique cette mol6cule. 

I Cette amplification est exponentielle ce qui donne en fin de 
! reaction une grande quantitC d' ADN homologue qui sera faci- 

lement analysable. 

1.3. LA PCR EN TEMPS REEL 
La PCR en temps riel est la dernibre technologie d6veloppCe 
sur le principe de la PCR. Par integration d'une sonde spCci- 
fique fluorescente, en plus des amorces oligonucl@otidiques, 
on peut suivre sous forme de graphique 1'Cvolution de l'am- 
plification d'ADN B partir d'une quantitC connue. 
Tous les rCsultats sont analysb directement par un logiciel qui 
nous donnera des constantes d'amplification. Grice a ces para- 
mbtres il est alors possible de quantifier avec precision (trks 
grande reproductibilitt) et une trbs grande sensibilitk ( 1  Cqui- 
valent genome) I'ADN extractible dans un produit. 
Cette technologie Climine toutes les Ctapes post-PCR tvitant 2 
100 % les sources de contaminations des Cchantillons par des 
amplicons. 

2.1. DETECTION D'ESPECES ANIMALES DANS UN PRODUIT ALl- 
MENTAIRE 
Nous avons pu, B partir des skquences nucleotidiques speci- 
fiques du bceuf (Bos taurus), porc (Sus scrofa), mouton (Ovis 
anes), dinde (Meleagris gallopavo) et poulet (Gallus gallus), 
rtaliser une PCR multiplex performante. Au cours de sa  mise 
au point, nous avons defini des produits d'amplification speci- 
fiques de petites tailles, infkrieures h 200 paires de bases (pb), 
pour dktecter la presence de 1'ADN des cinq espkces, mCme 
degrade. Quarante autres espbces animales ont et6 testees, dont 
le cheval, le chien, le lapin, le buffle, le bison, la pintade, l'au- 
truche.. ., montrant l'absence de rkaction croiske inter-esptces, 
Pour chacune des esphces recherchies, toutes les races ou 
souches sont ddtectees ( exemple 26 races bovines ont kt6 
contrblees). Des essais prouvent que la technique possbde un 
seuil de sensibilitt qui assure la detection d'au moins 1 % du 
produit d'origine animale (viande, poudre d'os, poils, 
plume.. .). 
La reproductibilitd, la sensibilite et la fiabilite du test ont CtC 
6prouvees. Qu'il s'agisse de l'analyse de produits bruts 
(viande, peau, poils.. .), ayant subi une procedure industrielle 
de transformation etlou de composition complexe (m6lange 
d'espbces), la detection reste possible (voir le tableau no l), 
offrant ainsi un nouveau moyen de contrble, efficace et fiable, 
de la conformite des produits alimentaires. 

Tableau no 1 
Rhl ta t s  obtenus sur divers produits d'origine animale 

2.2. QUANTIFICATION DES VI~GETAUX GEN~TIQUEMENT MODI- 
FIks 
Grace aux recherches bibliographiques qui preckdent de nom- 
breux tests pour dkterminer les meilleurs couples d'arnorces 
oligonucl~otidiques, nous avons determiner les cibles sp6ci- 
fiques pour dktecter et quantifier des VBgBtaux Gtnktiquement 
Modifies (V.G.M.). 
Les cibles choisies pour cribler la presence de V.G.M. sont le 
promoteur 35s de la mosa'ique du choux fleur (present dans 
toutes les constructions autoristes) et le terminateur nos 
(Bacillus thuringiensis) representatif de quelques V.G.M. 
Nous concluons alors si le produit analyst contient ou non un 
V.G.M.. Cette sp6cificitC couplee avec des tdmoins plantes, 
des timoins exogtnes, des contr6les internes nous permettent 
de quantifier avec precision un V.G.M. 
Ce test a kt6 developpi sur un appareil ABI 7700 (PE Biosys- 
tems S.A. France). Cette nouvelle technologie permet de riali- 
ser des PCR en temps rtel grlce 2 i  des sondes internes sptci- 
fiques fluorescentes. Ce nouveau concept permet d'kliminer 
toutes les phases d'analyses post-PCR et surtout pennet d'aug- 
menter le seuil de detectabilitt des fragments d'ADN spici- 
fiques amplifib. 
Le seuil de dttection du test a B t t  ditermine grice a des 
gammes de dilution d'ADN dose extrait de produits bruts et 
transformts, transgini ues ou non. Ce seuil est trks bas, nous 9 quantifions 10 pg (10-1 gramme) d'un transgtne. 
Les rCsultats d'une analyse V.G.M. peuvent &tre exprimts en : 
- pourcentage de transgkne/ADN total extractible dans un pro- 
duit simple, 
- pourcentage de transg&ne/ADN de plantes (ma'is ou soja) 
extractible dans un produit complexe. 
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Cette mdthode que nous avons mise au point permet la quanti- 
fication d'un V.G.M. dans un produit brut ou transformt. 

CONCLUSION 
Ces deux procedures d'analyses exploit6es ensemble ou stpa- 
rkment permettent aux industriels de contreler leurs produits et 
ainsi de fournir aux consommateurs des produits de qualit6 en 
accord avec les 1Cgislations actuelles et futures. 
Le laboratoire ddveloppe dgalement depuis cinq ans, une 
banque de donnCes, unique en Europe, regroupant des 
sequences nucleotidiques de 1000 esp2ces animales (mammi- 
fires, oiseaux, poissons). Le champ d'investigation est consi- 
derablement blargi. Aprks sequenqage d'un &chantillon 
inconnu, la comparaison de sa sequence dans la base de don- 

nCes identifie I'origine animale du produit (A. Lostanlen ef al., 
1999). Cette banque de donnbes, en pe&tuelle augmentation, 
est en cours d'adaptation afin d'Etre compatible 21 la nouvelle 
technologie des << puces B ADN w .  
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