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Avant propos

I- Situation géographique de ’entreprise

Le laboratoire Labofarm est situé a Loudéac, dans le département des Cotes d’Armor, au cceur
d’une région agricole d’élevages porcins et avicoles. Sa situation géographique est un grand atout :
Loudéac se trouve a I’intersection de deux grands axes routiers : la nationale traversant le centre
de la Bretagne d’est en ouest (Rennes — Brest) et la transversale Nord — Sud (Saint-Brieuc —
Vannes). Son emplacement permet de desservir toute la Bretagne et facilite ainsi 1’acheminement

des différents échantillons.

I1- Présentation des différents services et de leurs fonctions

Le laboratoire est indépendant et met en ceuvre ses prestations d’analyses pour de nombreux
clients : les vétérinaires, les couvoirs, les groupements de producteurs, les intégrateurs de volailles,
les fabricants d’aliments ainsi que les industries agroalimentaires. Il intervient ainsi comme un
partenaire essentiel a la maitrise sanitaire en élevage porcin et avicole en fournissant aux clients un

résultat d’analyse fiable et rapide.

Les clients font appel au laboratoire principalement pour :
e Des examens lésionnels sur animaux morts ou malades dans les filieres avicoles, cunicoles
et porcines,
e Des examens bactériologiques suite aux examens lésionnels,
e Des controles de I’hygiene et la désinfection des locaux,
e Des analyses bactériologiques et chimiques de I’eau de boisson des animaux,
e Des analyses en sérologie aviaire,

e Des analyses de sperme de verrat.

I11- Le service PCR

Le service PCR a fait ses débuts en 1997, Labofarm devient alors le premier laboratoire
privé a développer un service en biologie moléculaire. Labofarm a développé différents tests
permettant la détection de bactéries, de virus, la recherche de facteurs de virulence bactériens et le

sexage des oiseaux exotiques.







Introduction

La France représente le troisieme pays producteur de porcs apres 1’Allemagne et
I’Espagne. Les trois quarts des élevages sont localisés dans le grand Ouest, plus particulierement
dans les Cotes d’ Armor avec plus de 2 539 000 porcs. Ce chiffre place le département au premier
rang mondial de la production porcine. Cependant, de nombreux élevages sont concernés par
I’influence de la rhinite atrophique se caractérisant par une atrophie des cornets nasaux, une
déviation latérale du groin pouvant méme aller jusqu’a des retards de croissance. Cette maladie
découverte il y a plus de 150 ans en Europe centrale est encore aujourd’hui 1’objet de nombreux
débats. Pasteurella multocida toxinogéne a été reconnue responsable de la maladie. Cette bactérie
synthétise une toxine dermonécrotique, codée par le gene chromosomique ToxA, responsable des
Iésions observees. Pasteurella multocida étant aussi une bactérie commensale de 1’appareil
respiratoire du porc, il est important de différencier les especes toxinogenes des espéces non
toxinogenes. Différentes techniques ont alors été mises en place pour une détection rapide de la
souche dermonécrotique. Les méthodes les plus souvent retrouvées dans la littérature sont le test
cutané, le test de létalité sur souris, les techniques ELISA et depuis quelques années, des
techniques de PCR.

|-LaPCR

A) Généralités

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique découverte par K. mullis en 1983 et
développée par Henri A. Herlish en 1985. Celle-ci permet 1’amplification sélective in vitro de tout
fragment d’ADN, pour peu qu’on connaisse la séquence de ses extrémités. Elle est basée sur la
fixation de part et d’autres du géne a amplifier, d’amorces sélectionnées pour ¢étre
complémentaires d’un des brins d’ADN permettant ainsi une extension d’amorces en méme temps
sur les deux brins. La technique PCR est un enchainement de cycles qui comprennent chacun les
trois étapes suivantes : dénaturation, hybridation et élongation. Les réactifs nécessaires pour cette
amplification sont : I’ADN a amplifier, les deux amorces oligonucléotidiques encadrant la région a
amplifier, les quatre désoxyribonucléotides tri-phosphates (dAATP, dCTP, dGTP et dTTP) et enfin

I’ADN polymérase. La dénaturation consiste en une rupture des liaisons non covalentes établies







entre les bases a haute température conduisant ainsi a la séparation des deux brins. Ensuite, lors de
I’hybridation, les amorces oligonucléotidiques viennent s’hybrider sur les séquences
complémentaires. Enfin, I’extension correspond en un ajout progressif par I’ADN polymérase des
désoxyribonucléotides tri-phosphate présents en large excés dans le milieu.

Chaque cycle aboutit théoriquement au doublement de la quantité du fragment situé entre les
deux amorces. En partant de 2 brins initiaux, on obtient donc 2" séquences aprés n cycles. Au-dela
de 20 cycles, une seule séquence cible d’ADN est amplifiée plus d’un million de fois.

Les applications commerciales de la PCR sont aujourd’hui immenses : sequencage des
génomes, détection des maladies génétiques, étude de I’ADN fossile, police scientifique, détection
d’OGM... Suivant la finalité du résultat attendu, différentes techniques de PCR existent, variant

essentiellement sur la technique de révélation des amplicons.

B) LaPCR classique

La PCR classique a pour objectif de donner un résultat qualitatif, c'est-a-dire conclure par
I’absence ou la présence du germe recherché. La réalisation de celle-ci se fait dans un
thermocycleur permettant une automatisation de la technique. La révélation des produits amplifiés
est possible par migration dans un gel d’¢électrophorése contenant du BET (Bromure d’Ethidium).
Celui-ci s’intercale entre les bases des acides nucléiques et devient fluorescent lors de 1’exposition
aux rayonnements ultraviolets. L’¢lectrophorése permet une séparation des fragments d’ADN sous
forme de bandes en fonction de leur taille. L’utilisation d’un marqueur de taille permet de

comparer les fragments obtenus et connaitre leur longueur.

C) LaPCR en temps reel

La PCR en temps réel, contrairement & la PCR classique, est une technique quantitative. Elle
permet ainsi de déterminer la quantité de produit a amplifier, présent initialement dans
I’échantillon. C’est pourquoi, cette technologie est de plus en plus utilisée. Theoriquement, il
existe une relation quantitative entre la quantité d’ADN présente initialement dans 1’échantillon et
la quantité du produit amplifié a n’importe quel cycle. Les amorces encadrant la région a amplifier
sont additionnées d’une sonde d’hydrolyse s’hybridant a I’ADN. Cette sonde est marquée par un
fluorochrome émetteur et par un suppresseur qui, a proximité du fluorochrome, inhibe sa
fluoresence. Lors de 1’hybridation, la sonde est dégradée, le fluorochrome est donc séparé de son
suppresseur et va alors pouvoir fluorescer. Il y a proportionnalité entre I’augmentation du signal

fluorescent et la quantité d’amplicons générée lors de la PCR. Les thermocycleurs utilisés au
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Figure 1 : Modéle graphique de la PCR en temps réel ou Uintensité de la fluorescence est exprimée en
fonction du nombre de cycles.
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Figure 2 : Evolution de I’atrophie des cornets nasaux de porcs par Pasteurella multocida dermonécrotique :
1 : Cornets nasaux indemnes
2 : Atteinte modérée des cornets nasaux
2 : Atteinte sévere des cornets nasaux



laboratoire utilisent le principe de « cycle seuil » (Threshold cycle). Les valeurs de fluorescences
sont enregistrées au cours de chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons produits en un
point précis dans la réaction. Plus il y a de matrices a amplifier au départ, plus le nombre de cycles
requis pour atteindre un point ou le signal d’émission de fluorescence sera statistiquement plus
élevé que le bruit de fond, sera faible. Ce point est défini comme étant le cycle seuil (Ct) et
apparait toujours lors de la phase exponentielle de croissance (Figure 1). La valeur du Ct peut ainsi
étre traduite comme un résultat quantitatif en la comparant avec des valeurs de Ct générées par des
matrices étalons. Cette technique a pour avantage de ne pas utiliser le BET qui est un produit

cancérigene.

Il — La rhinite atrophigue et Pasteurella multocida

A) Genéralités

Cette maladie infectieuse du porc est caractérisée par un écoulement nasal sereux ou purulent,
un raccourcissement et une torsion du groin, une atrophie osseuse des cornets nasaux et une baisse
de croissance. Bordetella bronchiseptica est a I’origine d’une rhinite atrophique modérée
réversible ne conduisant pas a un retard de croissance (10, 11). Les formes les plus sévéres sont
causées par les souches rhinopathogénes de Pasteurella multocida appartenant aux sérogroupes A
et D entrainant une rhinite atrophique irréversible et s’accompagnant de retards de croissance. Les
troubles proviennent d’une toxine synthétisée par les souches rhinopathogénes de Pasteurella
multocida. Cette toxine provoque une résorption osseuse par activation des ostéoclastes (Figure 2).
L’infection naturelle par une souche toxinogéne conduit a une réponse immunitaire faible tandis
que I’administration parentérale de toxine ou de toxine détoxifiée par le formol permet d’obtenir
une bonne réponse immunitaire (4, 13). Plusieurs types de vaccins ont été développés au cours des
15 dernieres années. Ces vaccins sont destinés aux truies qui transmettent la protection aux

porcelets par I’intermédiaire du colostrum.

B) Pasteurella multocida

Le genre Pasteurella fait partie de la famille des Pasteurellaceae. Les Pasteurelles sont des
bacilles ou des coco-bacilles a Gram négatif, aéro-anaérobie, chimio organotrophe, possédant
I’oxydase et la catalase. Les souches de Pasteurella multocida sont divisées en 5 sérogroupes (A,
B, D, E et F) en fonction de leurs antigénes capsulaires (identifiés par hémaglutination passive) et

en 16 sérovars en fonction de leurs antigenes thermostables (identifiés par immunodiffusion en
5






gel). Les divers sérogroupes ont un habitat et un pouvoir pathogéne différents. Pasteurella
multocida est I’espéce de Pasteurelle la plus importante en médecine vétérinaire. Cette espéce peut
étre parasite ou saprophyte des muqueuses respiratoires ou digestives de diverses especes
animales, le pouvoir pathogeéne s’exprimant généralement a la suite d’un stress. LeS especes
parasites peuvent ainsi induire de nombreuses pathologies telles que le choléra aviaire, la rhinite
atrophique (porcs, lapins, petits ruminants), la septicemie hémorragique des bovidés... C’est
pourquoi, il est important de diagnostiquer la présence de la souche dans les élevages.

C) Diagnostic de la rhinite athrophique

Pasteurella multocida étant a la fois une souche parasite et une souche commensale des
mugqueuses respiratoires ou digestives de diverses especes, il est important de distinguer les
souches toxinogénes des souches non toxinogenes dans le but de diagnostiquer le plus tot possible
la maladie. Le diagnostic définitif de la rhinite atrophique nécessite d’isoler et de caractériser une
souche toxinogene de Pasteurella multocida. Celle-ci colonise préférentiellement les amygdales et
les cavités nasales des animaux. Ainsi, le prélévement est souvent constitué par un écouvillonnage
de la partie postérieure des cavités nasales ou un raclage d’amygdales. Aucun caractére
morphologique ou phénotypique ne permet de différencier les souches toxinogenes des souches
non toxinogenes.

Habituellement, la détection de la toxine dermonécrotique de Pasteurella multocida se fait
par test de létalité sur des souris aprées injection intrapéritonéale, test de cytotoxicité ou encore par
test cutané sur cobaye. En 1992, une étude a été réalisée dans le but de développer une technique
de détection des Anticorps dirigés contre la toxine de Pasteurella multocida par technique ELISA
(1, 2). Cette étude a montré qu’en comparaison avec le test de 1étalité et le test de cytotoxicité, la
technique ELISA de type sandwich est plus sensible, plus spécifique et plus simple a mettre en
ceuvre avec la capacité de réaliser plusieurs essais simultanément.

En 1994, une étude a été réalisée dans le but de différencier Pasteurella multocida
toxinogenes des souches non toxinogenes par PCR (8). Cette PCR est basée sur le géne codant
pour la toxine dermonécrotique considérée comme étant le facteur entrainant la rhinite atrophique.
Les résultats de cette etude ont été comparés a ceux obtenus avec un test cutané sur cobaye et un
Western Blot. La PCR a ainsi montré de nombreux avantages: elle est plus sensible, plus
specifique avec un protocole simple et rapide. La PCR reste aujourd’hui la technique la plus

sensible et donc la plus utilisée pour le diagnostic de la rhinite atrophique.






En 2010, le laboratoire Labofarm a mis en place un protocole de PCR pour la détection de
Pasteurella multocida dermonécrotique. Depuis cette étude, des recherches de la souche
toxinogene ont été effectuees pour les élevages présentant des symptémes de la maladie. Malgreé la
présence de nombreux signes cliniques, la présence du germe Pasteurella multocida
dermonécrotique n’a été mise en évidence que dans une faible proportion des élevages testés. Un
seuil de sensibilité de cette PCR trop élevé par rapport a la quantité de germes présents pourrait
étre I’explication de ’absence de détection dans des €levages suspects. C’est pourquoi, Labofarm
a souhaité tester sa PCR en comparaison avec deux autres kits de PCR mis sur le marche par des
fournisseurs spécialisés, pour comparer le seuil de détection entre chaque protocole et tester
chaque kit dans un élevage présentant des signes de la maladie. L’étude se porte donc sur
I’évaluation de la sensibilité des 3 PCR. L’aptitude des PCR a détecter le géne codant pour le géne
ToxA est notamment évaluée en présence d’une flore contaminante telle qu’elle peut étre

observée dans 1’écosystéme nasal du porc.



Figure 3 : Réalisation des échantillons terrains : écouvillons de nez (gauche) et raclages
d’amygdales (droite)



Matériel et méthode

| — Nature des échantillons

A) Souche de Pasteurella multocida

La souche de Pasteurella multocida dermonécrotique utilisée dans cette étude est une souche
CIP (Collection de I’Institut Pasteur) 103825 conservée par le laboratoire en souchotheque (-

80°C). Elle se trouve sous forme de bouillon.

B) Ecouvillons de nez réalisés sur porcs sains

Les ecouvillons de nez ont été réalisés au laboratoire Labofarm dans le service autopsie par
écouvillonnage de la partie postérieure de la cavité nasale de groins de porcs ne présentant pas de
symptdmes de la rhinite atrophique. Ils ont ensuite été conservés au congélateur jusqu’au

démarrage de 1I’étude.

C) Ecouvillons de nez réalisés sur des porcs présentant des signes clinigues

Les écouvillons de nez ont été réalisés dans deux élevages (élevages A et B) présentant les
symptdmes de la rhinite atrophique par écouvillonnage de la partie postérieure de la cavité nasale
de groins de porcs (Figure 3). Les écouvillons sont placés en gaine charbon pour leur transport et

leur conservation a 4°C.

D) Raclages d’amygdales réalisés sur porcs sains

Les raclages d’amygdales ont été réalisés dans deux élevages (élevages A et B) présentant les
symptomes de la rhinite atrophique par grattage du fond de la gorge a I’aide d’une cuillére (Figure
3). Pour faciliter le prélévement, un pas d’ane est utilisé pour maintenir la bouche de I’animal

ouverte.







Il — Culture de Pasteurella multocida dermonécrotiqgue

A) Culture sur milieu gelosé

1- Souche CIP

Une pipette Pasteur est plongée dans le bouillon de culture de la souche CIP 103825. La
culture de Pasteurella multocida toxinogene est réalisée par isolement sur gélose au sang incubée
24 heures a 37°C.

2- Ensemencement par inondation
A T’aide d’une pipette graduée, 0,1 mL de bouillon de culture sont déposés sur la gélose au

sang. L’étalement est ensuite réalisé a 1’aide d’un rateau sur la totalité de la surface de la gélose.
3- Ensemencement a partir d’un écouvillon
L’ensemencement est réalisé en roulant 1’écouvillon sur 1/8°™ de la surface de la gélose au

sang, puis en striant a 1’aide d’une pipette Pasteur en appliquant la méthode des quadrans.

B) Culture en bouillon

A partir d’une colonie prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur sur gélose au sang, un bouillon

de culture cceur-cervelle est ensemenceé puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

C) Collecte des colonies

Pour récupérer les colonies présentes sur la gélose au sang ensemencée a partir d’écouvillons
de nez, un raclage de boite est réalisé. Un mL d’eau physiologique est déposé sur la gélose puis les
colonies présentes sont raclées a 1’aide d’un rateau. Le surnageant est prélevé a 1’aide d’une

pipette. On obtient alors une suspension dense de colonies

111 — Dénombrement du bouillon de culture

Des dilutions en cascade de raison 10 du bouillon de culture sont réalisées en eau
physiologique jusqu’a la dilution 10®°. Le dénombrement est ensuite réalisé par la technique
d’inondation de la gélose au sang en double essai. Apres incubation du milieu de culture, les

colonies sont dénombrées pour chaque dilution.






IV- Inoculation expérimentale des échantillons par Pasteurella multocida

dermonécrotique

A) Inoculation de la suspension cellulaire issue des raclages de boites

180 pL de la suspension cellulaire obtenue apres raclage des boites ensemencees avec des
écouvillons de porcs sains sont additionnés de 20 pL de suspensions de Pasteurella multocida

provenant des dilutions du bouillon de culture de la souche CIP 103825.

B) Inoculation de la suspension cellulaire issue des écouvillons réalisés sur porcs sains

Les écouvillons de nez sont regroupés par pool de 3. L’extrémité en coton des écouvillons est
alors coupée dans 1 mL d’cau physiologique, puis vortexé 10 secondes. On obtient alors une
suspension cellulaire. 180 pL de cette suspension sont alors additionnés de 20 pL de suspension

de Pasteurella multocida provenant des dilutions du bouillon de culture de la souche CIP 103825.

C) Inoculation directe d’écouvillons stériles

A partir de la suspension cellulaire obtenue en B), 40 uL de cette suspension sont prélevés. 10
ML de suspensions de Pasteurella multocida provenant des dilutions du bouillon de culture de la
souche CIP sont additionnés au 40uL. Ces 50 pL sont ensuite déposés sur un écouvillon stérile.
On obtient ainsi des écouvillons contenant a la fois la flore nasale de porcs et Pasteurella
multocida dermonécrotique. Une partie des écouvillons est stockée a -20°C pendant 5 jours tandis

que I’autre moiti¢ est analysée immediatement.

V — Extraction de PADN

A) A partir de cultures bactériennes

Pour extraire I’ADN des cultures bactériennes, une lyse thermique est réalisée par chauffage

de 500 pL de cultures dans un tube Eppendorf a 90°C pendant 10 minutes.

B) A partir des écouvillons

Les écouvillons sont regroupés par pool de 3. Les extrémités en coton sont coupées dans des

tubes a hémolyse contenant 1 mL d’eau physiologique. Les tubes sont vortexes 10 secondes. On
10



Figure 4 : Thermocycleur Stratage Mx 3005P (gauche) et Thermocycleur GeneAmp PCR System 9700
(droite)



obtient alors une suspension cellulaire. L’extraction de ’ADN se fait ensuite a 1’aide du kit

QiAmp DNA (cf : Annexe 1) a partir de 200 pL de suspension cellulaire.

VI-PCR

Les 3 PCR comparées dans cette étude présentent des protocoles différents tant pour la
composition des mélanges d’amplification que pour le cycle utilisé (cf : Annexe 2, 3 et 4).
Deux d’entre elles correspondent & des kits commerciaux kit Bactotype de LDL (PCR classique)
et kit Tagqvet de LSI (PCR en temps réel) et la troisieme correspond a la PCR mise en place par le
laboratoire Labofarm (PCR interne).
Le thermocycleur Stratage Mx 3005P est utilisé pour la PCR en temps réel tandis que les 2

autres PCR classiques sont réalisées sur le thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Figure 4).

VIl - Amplification du contrdle interne

Le contrdle interne a pour but de valider les manipulations réalisées avant d’arriver au
résultat. Il s’agit ici d’'un mix d’amplification commercial prét a I’emploi pour PCR en temps réel.
Le mix réalisé pour ce contrdle interne est composé de la fagon suivante :

- Amorces B (Amorces 7,5 UM ; Sonde 2,5 uM): 1 puL
- Master mix Eurogentec : 12,5 uL

- EauQSP25:9,5uL

- Solution d’ADN : 2 pL

11



Boite 1

Boite 2

5 UFC

8 UFC

0 UFC

0 UFC

0 UEC

0 UEC

Tableau 1 : Dénombrement du bouillon de culture de Pasteurella multocida dermonécrotique

10°
10°
10*
10°
10°
107

3,25. 10° UFC

3,25. 10* UFC

3,25. 10° UFC
325 UFC
32,5 UFC
3,25 UFC

0,325 UFC

1,3. 10° UFC

1,3. 10 UEC

1,3. 10° UFC
130 UFC
13 UFC
1,3 UFC

0,13 UFC

1,6. 10° UFC

1,6. 10* UFC

1,6. 10° UFC
165 UFC
16,5 UFC
1,65 UFC

0,165 UFC

Tableau 2 : Concentrations en Pasteurella multocida dermonécrotique dans les volumes

d’ADN utilisés pour chaque PCR avec la souche pure

10 10° 10° 107
PCR Temps réel 28,57 Ct 31,85 Ct 36,73 Ct No Ct
PCR interne + + - -
PCR kit + + + -

+ : Présence de Pasteurella multocida dermonécrotique (bande d’amplification)
- : Absence de Pasteurella multocida dermonécrotique (absence de bande d’amplification)

Tableau 3 : Résultats de la détermination de la sensibilité des 3 PCR a partir d’une souche

pure de Pasteurella multocida dermonécrotique

DILUTIONS

OBSERVATION

RESULTAT

5.10°

Bande d’amplification de faible intensité

+

Bande d’amplification de faible intensité

Bande d’amplification de faible intensité

2,5.10°

Bande d’amplification de trés faible intensité

Bande d’amplification de trés faible intensité

+ 4|+ +

Absence de bande d’amplification

1,25. 10

Absence de bande d’amplification

Absence de bande d’amplification

Absence de bande d’amplification

+ : Présence de Pasteurella multocida dermonécrotique (bande d’amplification)

- : Absence de Pasteurella multocida dermonécrotique (absence de bande d’amplification)

Tableau 4 : Résultats de la détermination de la sensibilité des 3 PCR a partir d’une

souche pure de Pasteurella multocida dermonécrotique




Résultats

| — Comparaison de la sensibilité des 3 PCR pour la détection du géne codant pour la
toxine de Pasteurella multocida

Le but de cette analyse est de comparer la sensibilité de 3 PCR différentes pour la détection
du géne ToxA. La sensibilité est dans un premier temps déterminée sur une souche pure de
Pasteurella multocida dermonécrotique ; dans un second temps, elle est évaluée sur la souche de

Pasteurella multocida dermonécrotique inoculée & une suspension cellulaire de flore nasale.

A) Détermination _de la _concentration _en Pasteurella _multocida dermonécrotique du

bouillon de culture

Les résultats du dénombrement (cf: Tableau 1) nous permettent de connaitre la
concentration initiale en Pasteurella multocida dermonécrotique dans le bouillon de culture aprés

24 heures a 37°C. La concentration est évaluée a 6,5. 108 UFC/mL.

B) Détermination de la sensibilité des 3 PCR a partir d’une souche pure de Pasteurella

multocida

A partir de la concentration du bouillon de culture, on estime la concentration des dilutions
réalisées (cf Tableau 2). Le seuil théorique de sensibilité est estimé a un organisme par volume
d’ADN chargé pour la PCR. On désire tester les dilutions encadrant ce seuil théorique. D’apres les

calculs réalisés, on choisit de traiter les dilutions 10, 10°, 10 et 107

Les résultats obtenus pour chaque PCR sont regroupés dans le Tableau 3. La PCR LSI et la
PCR LDL permettent toutes les deux une amplification jusqu’a la dilution 10° correspondant a
0,65 UFC/uL de lysat cellulaire. Cependant, la PCR interne ne permet une amplification que
jusqu’a la dilution 107 correspondant & 6,5 UFC/uL. Pour confirmer cette différence de seuil entre
la PCR interne et les 2 autres PCR, 8 répétitions de la dilution 10 sont évaluées. Sur les 8
résultats obtenus, le géne ToxA n’est amplifié qu’une seule fois. A cette dilution, la PCR est assez
peu répétable. C’est pourquoi, afin d’affiner la limite de détection de la PCR interne, des dilutions
intermédiaires entre 10”° et 10° sont amplifiées : des dilutions au 1/2, 1/4 et 1/8 de la dilution 10®
sont réalisées en eau physiologique. Le tableau 4 met en évidence ’aptitude de la PCR a détecter

le géne codant pour la toxine de Pasteurella multocida jusqu’a la dilution 2,5. 10®. Cependant, la
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10?
10°
10*
10°

10°

Tableau 5 : Concentrations en Pasteurella multocida dermonécrotique dans les volumes

3,25. 10* UFC
3,25. 10° UFC
325 UFC
32,5 UFC
3,25 UFC

0,325 UFC

1,3. 10* UFC
1,3. 10° UFC
130 UEC
13 UFC
1,3 UEC

0,13 UFC

1,6. 10* UFC
1,6. 10° UFC
165 UFC
16,5 UFC
1,65 UFC

0,165 UFC

d’ADN utilisés pour chaque PCR avec les écouvillons de nez

DILUTIONS

PCR Temps réel

PCR interne

PCR Kit

103

29,91 Ct

+

30,25 Ct

30,17 Ct

10*

33,31 Ct

33,05 Ct

33,09 Ct

10°

36,14 Ct

35,35 Ct

35,62 Ct

[+ |||+

10°

No Ct

No Ct

No Ct

+ : Présence de Pasteurella multocida dermonécrotique (bande d’amplification)

- Absence de Pasteurella multocida dermonécrotique (absence de bande d’amplification)

Tableau 6 : Résultats de la mesure de la sensibilité des 3 PCR a partir des écouvillons de nez




faible répétabilité des résultats ainsi que la faible intensité des bandes obtenues ne permettent pas
de définir cette dilution comme seuil de sensibilité. Le seuil de détection est donc défini pour la
dilution 5. 10 correspondant & 3,25 UFC/pL de lysat bactérien.

C) Détermination de la sensibilité des 3 PCR a partir d’écouvillons de nez

Les écouvillons de nez réalisés sur des porcs ne présentant pas de signes cliniques de la rhinite
atrophique sont inoculés avec les dilutions encadrant le seuil théorique de détection du gene ToxA.
Les concentrations en Pasteurella multocida pour chaque dilution ne sont pas les mémes que pour
I’étude précédente car il y a une dilution au 1/10 supplémentaire (20 pL dans 180 pL). Ces
derniéres sont alors ré estimées (cf: Tableau 5). Ces résultats nous permettent d’identifier les
dilutions a tester : 107, 10, 10° et 10°°.

Les résultats obtenus pour chaque PCR sont regroupés dans le Tableau 6. La PCR LSl et la
PCR interne permettent toutes les deux la détection de Pasteurella multocida dermonécrotique
jusqu’a la dilution 10 correspondant & une concentration de 0,65 UFC/uL d’ADN. La PCR LDL
ne permet pas de rendre des résultats interprétables puisque tous les résultats sortent négatifs
(absence de Pasteurella multocida dermonécrotique) méme le témoin positif. Les essais ont été
réalisés une deuxieme fois mais les mémes résultats sont ressortis. Par manque de réactifs, les

essais n’ont pas pu étre réalisés une autre fois, on n’a donc pas de résultats pour cette PCR.

D) Détermination de la sensibilité des 3 PCR & partir de raclages de boites

Des suspensions issues de raclages de boites sont inoculées avec les dilutions encadrant le
seuil théorique de détection du géne ToxA. Les dilutions de Pasteurella multocida utilisées sont

les mémes que pour les écouvillons de nez (10, 10 10 et 10°°).

Les résultats obtenus dans cette analyse sont similaires a ceux obtenus avec les écouvillons
de nez. La PCR LDL ne donne toujours pas de résultats interprétables, cependant, comme
précédemment, la PRC interne et la PCR LSI permettent toutes les deux une amplification jusqu’a
la dilution 10™ correspondant & une concentration en Pasteurella multocida toxinogéne de 0,65
UFC/uL d’ADN.
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Elevages

Préléevements

Individus

Résultats PCR
interne

Nombre
d'échantillons

Résultats
Controéle
interne

Raclages d'amygdales

Porcelets 10 semaines

~
1

v

Porcs 13 semaines

Porcs 16 semaines

Elevage A

Ecouvillons nasaux

Porcelets 10 semaines

Porcs 13 semaines

Porcs 16 semaines

Raclages d'amygdales

Porcelets 10 semaines

Porcs 13 semaines

Porcs 16 semaines

Elevage B

Ecouvillons nasaux

Porcelets 10 semaines

Porcs 13 semaines

Porcs 16 semaines

SN ENE ENE ENE PN ENE ENE PN ENR ENE PN
1

AN ENENENENENENENEN

+ : Présence de Pasteurella multocida dermonécrotique (bande d’amplification)

- Absence de Pasteurella multocida dermonécrotique (absence de bande d’amplification)

v’ . Amplification du controle interne (Ct < 40)

X : Absence d’amplification du contrdle interne (Ct > 40)

Tableau 7 : Résultats d’amplification des échantillons terrain des élevages présentant des
symptomes de la rhinite atrophique

10" 3,25. 10° UFC 1,3. 10° UFC
10* 325 UFC 130 UFC
10° 32,5 UFC 13 UFC
10* 3,25 UFC 1,3 UFC
10° 0,325 UFC 0,13 UFC
Tableau 8 : Concentrations en Pasteurella multocida dermonécrotique dans les volumes
d’ADN utilisés pour chaque PCR dans le test de congélation
PCR Dilutions Avant congélation Apres congélation
10 32,01 Ct 32,25 Ct
PCR 107 36,56 Ct 36,41 Ct
temps réel 10™ 38,16 Ct 38,96 Ct
10” No Ct No Ct
102 + +
PCR 10° + -
interne 10™ + -
107 - -

+ : Présence de Pasteurella multocida dermonécrotique (bande d’amplification)

- : Absence de Pasteurella multocida dermonécrotique (absence de bande d’amplification)
1. Bande d’amplification de trés faible intensité

Tableau 9 : Résultats du test de la congélation d’écouvillons sur les résultats de PCR




Il — Essais de détection du gene codant pour la toxine de Pasteurella multocida sur
des élevages présentant des signes cliniques de la rhinite atrophique

Des écouvillons de nez ainsi que des raclages d’amygdales sont réalisés dans deux
élevages présentant des symptdmes de la maladie (élevage A et élevage B). Ces échantillons sont
alors testés doublement. Dans un premier temps, ils sont testés avec la PCR interne pour évaluer
la présence ou I’absence du géne codant pour la toxine de Pasteurella multocida. Ils sont, dans un
second temps testés avec un controle interne. Ce contrdle interne est composé d’amorces
encadrant le géne de la B-actine. Celle-ci est un isoforme de ’actine se trouvant dans tous les
tissus non musculaires. Ce contréle interne permet ainsi de valider I’étape d’extraction en colonne.
Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 7. Tous les résultats sont validés par le
contréle interne. Il y a cependant absence d’amplification du géne ToxA pour la totalité des

échantillons testés.

111 — Test de ’effet de 1a congélation sur la détection du géne codant pour la toxine de
Pasteurella multocida

Le but de cette étude est de tester si la congélation a un impact sur la détection du gene
ToxA. En effet, les échantillons ne pouvant pas toujours étre testés le jour de leur arrivée, ceux-ci
peuvent étre conservés au congélateur. C’est pourquoi, il est important de vérifier que la
congélation n’influe pas sur le résultat de PCR. Quatre dilutions de Pasteurella multocida en
présence de la flore nasale sont inoculées sur un écouvillon stérile. Les concentrations en
Pasteurella multocida sont estimées pour chaque PCR (cf: Tableau 8). Ces résultats permettent
d’identifier les dilutions a tester : 102, 10 10 et 10°.

Les résultats obtenus en PCR avant et apres congélation sont rassemblés dans le Tableau 9.
Avec la PCR LSI, on observe une amplification jusqu’a la dilution 10™ correspondant a 0,65
UFC/uL d’ADN avant et apres congélation. Pour chaque dilution, les valeurs de cycles seuil (Ct)
obtenues sont trés proches avec ou sans 1’étape de congélation des écouvillons. Avec la PCR
interne, on observe une amplification jusqu’a la dilution 10™ correspondant & 0,65 UFC/uL
d’ADN avant congélation. Les bandes obtenues pour les dilutions 10 et 10 sont cependant de
trés faible intensité et assez difficiles a détecter. Apres congélation, on observe une amplification
uniquement a la dilution 107 correspondant & 130 UFC/uL d’ADN testé. Les dilutions 10 et 10™
sont donc testées a nouveau pour les écouvillons congelés et les écouvillons non congelés. Les
résultats obtenus montrent que pour les faibles concentrations en Pasteurella multocida, les
manipulations sont peu répétables. On obtient tout de méme une bande d’amplification de la

toxine de Pasteurella multocida pour les dilutions 102 et 10 avant et aprés congélation.
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Discussion

La toxine de Pasteurella multocida dermonécrotique a été reconnue comme 1’agent
responsable de la rhinite atrophique chez le porc. Cependant, sa détection en PCR reste
aujourd’hui un probléme. Les avantages de la PCR en comparaison avec d’autres techniques sont
pourtant multiples : plus hautes sensibilité et spécificité, la simplicité dans la procédure sans la
nécessité de réaliser auparavant une culture cellulaire, la rapidité du test avec des résultats obtenus
en 4 heures et la capacité de réaliser presque 100 essais simultanément (les thermocycleurs
pouvant accueillir une plaque d’amplification de 96 puits). Nous avons pu voir dans cette étude
que la PCR a été réalisée a partir de divers échantillons (colonies, écouvillons, suspensions
cellulaires), ce qui montre bien que les préléevements pour une analyse en PCR peuvent étre de
nature variée. L’état de la matrice a amplifier n’est alors pas une limite. En effet, la PCR
amplifiant de courtes séquences d’ADN, I’amplification est réalisable sur de I’ADN partiellement

dégradé.

Théoriquement, une seule copie d’ADN permet la mise en évidence de 1’organisme
recherché. Dans cette étude, il en est ressorti que la PCR interne permet une détection au méme
seuil que pour les deux autres PCR, correspondant a 0,65 UFC/uL de lysat cellulaire. Cependant,
pour la PCR interne, les résultats ont montré une meilleure détection en présence de bactéries
environnantes comparée a la culture pure de Pasteurella multocida dermonécrotique puisqu’on
obtient ici un seuil de détection cing fois inférieur. Ceci est contraire aux résultats attendus mais
peut s’expliquer par une meilleure extraction de I’ADN avec les colonnes QIAGEN qu’avec la

lyse thermique.

En ce qui concerne la PCR LSI, les résultats ne montrent aucune évolution de la sensibilité
dans I’environnement microbien. Ceci montre donc que la flore microbienne ne se présente pas

comme un inhibiteur pour la détection du géne ToxA.

De nombreuses études ont déja été réalisées par différents auteurs concernant la détection
du gene codant pour la toxine de Pasteurella multocida par PCR. Ces études ont été mises en
ceuvre en utilisant des amorces et des cycles différents (3, 5, 7, 8, 9, 12). Il est cependant tres
difficile de comparer les études entre elles et avec celle menée ici au laboratoire car aucun seuil de
détection n’est déterminé dans ces analyses. Aucune comparaison entre les différents protocoles

ne peut étre effectuée pour connaitre quelles amorces et quel cycle permettent une amplification
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optimale. En thermes de sensibilité, il en est pourtant ressorti dans cette étude que la PCR interne
n’est pas moins avantageuse que les 2 autres. Elle présente néanmoins 1’inconvénient de ne pas
contenir de controle interne, contrairement aux deux kits commerciaux. En effet, le kit LSI en
PCR en temps réel contient un contrdle interne constitué d’amorces amplifiant I’ADN de cellules
de porcs. Le kit LDL contient lui aussi un controle interne synthétique constitué d’amorces
amplifiant une séquence d’ADN directement présente dans le mix réactionnel. Le contrdle interne
amplifiant ’ADN de porc a pour avantage de valider toutes les étapes de manipulation :
I’extraction, la préparation du mix et enfin I’amplification. Les kits commerciaux ont cependant

comme inconveénient majeur leur codt élevé par rapport a la PCR interne.

Malgré les études préliminaires convaincantes concernant la détection du géne ToxA, ce
dernier n’a pas été identifié dans les deux élevages présentant des symptdmes de la maladie. Cette
¢tude a permis de montrer que le probléme ne vient pas de la PCR utilisée. L’absence
d’amplification peut étre expliquée par des prélevements réalisés trop tardivement. En effet, il est
possible que le gene codant pour la toxine ne soit présent que pendant une courte durée dans
I’appareil respiratoire de I’animal. 1l aurait été intéressant de tester les échantillons terrain avec le

kit LSI. En raison d’une indisponibilité du kit chez le fournisseur, ceci n’a pas pu étre réalisé.

Les échantillons ne pouvant pas toujours étre analysés le jour méme de leur arrivée, il est
important de mettre en place un moyen de conservation n’ayant pas d’effets indésirables sur la
détection du gene recherché. Les résultats ont montré ici qu’apres 5 jours de congélation, le seuil
de sensibilité reste inchangé. La congélation ne présente donc aucun impact sur la détection du
géne ToxA.
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Conclusion

Le but de cette étude était de comparer 3 PCR différentes pour la détection du gene codant
pour la toxine de Pasteurella multocida responsable de la rhinite atrophique du porc. L’absence de
détection du géne codant pour cette toxine dans des élevages présentant des symptomes de la
maladie mettait en cause un seuil de sensibilité trop ¢élevé de la PCR utilisée. L’étude réalisée a
néanmoins mis en évidence un seuil de détection pour la PCR interne, identique aux seuils obtenus
avec les deux kits commerciaux utilisés. Les échantillons terrain réalisés dans deux élevages
suspects n’ont néanmoins pas permis de mettre en évidence le géne codant pour ToxA. L’absence
de détection remet alors en cause 1’échantillonnage. En effet, il est possible que celui-ci ait été
réalisé trop tardivement. De plus, le diagnostic de la rhinite atrophique se réalise en plusieurs
étapes : I’observation des Iésions en élevage qui doit ensuite étre confirmé par 1’abattage (examen
des cornets nasaux) et enfin les analyses de laboratoire. Comme nous 1’a montré cette étude, le
diagnostic au laboratoire est difficile a mettre en ceuvre essentiellement a cause de la forte fragilité
de la Pasteurelle. En effet, I’échantillonnage requiert du matériel spécifique ainsi qu’une grande
habitude du préleveur. De ce fait, il est important de bien analyser les résultats. Un diagnostic au
laboratoire concluant sur la présence de Pasteurella multocida dermonécrotique confirme la
rhinite athrophique. Cependant, 1’absence de détection du germe ne permet pas de conclure en une

absence de la maladie dans 1’¢élevage, surtout en présence de signes cliniques.
Cette étude a mis en évidence la difficulté a détecter le gene codant pour la toxine

dermonécrotique. 1l est alors important de continuer a rechercher les facteurs influencant cette

détection pour améliorer le diagnostic au laboratoire.
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Annexe 1 : Protocole de [a PCR interne

Amorces utilisées : Amorces de Kamp
e Kamp For: GGT CAG ATG ATG CTA GAT ACT CC
e Kamp Rev: CCA AAC AGG GTT ATATTC TGG AC

Reéactifs Volumes
Amorce Kamp F 1L
Amorce Kamp R 1L
dNTP 1puL
Tampon SpuL
MgCl, 4 uL
Eau Distillee 35,6 L
Taq Polymérase 0,4 pL
ADN 2 uL
Cycle d’amplification:

94°c — 5 minutes

94°c — 30 secondes

56°c — 30 secondes > 40 cycles
72°c — 45 secondes

72°c — 10 minutes

Les fragments de PCR sont analysés en gel d’agarose a 2% contenant du bromure d’éthidium.
Mettre 16 puL de produit de PCR par puits dans le gel.

Interprétation des résultats :
e Résultat positif : Le fragment de toxine amplifié par PCR montre une bande de 300 pb.
e Résultat négatif : Absence de bande d’amplification.
e Lesrésultats sont validés par le témoin positif qui doit présenter une bande de 300 pb et le
témoin négatif ne présentant pas de bande.

1 : Bande d’amplification a 300 paires de bases : test positif
2 : Absence de bande d’amplification : test négatif
3 : Marqueur de taille






| Awnese 2 : Protocole de [a PCR LDL |

Protocol

Preparation of the reagents: Before using the reagents of the test kit the first time, mix thoroughly and
centrifuge the reagents for 5 sec at 3000 rpm. The blue colour in the magnesium chlaride solution arises
from the gel loading buffer and does not affect the PCR reaction. Please, avoid clongated centrifugation
steps of the magnesium chloride solution. The gel loading buffer could be concentrated onto the bottom of
the tube.

1.A)  PCR Protocol for a Number of Samples diffcrent from the Packaging Unit (Multiplicator)

If there are less samples than the packaging unit, pipette as followed into a PCR reaction tube (also see
pipetting scheme table 1):

17.0 pL PCR Mix

+ 4.5 pL Magnesium Chloride

+ 0.6 pl Nuclease-free Water

+ 0.4 yl Taq DNA Polymerase (here: JumpStart™ 2.5 Ujul)

- Pipet 22.5 pl of the master mix into a PCR reaction tube and add 2.5 pl of your DNA sample or control.
- Attention: Depending on the used Taq Polymerase, complete with Nuclease-free Water to a total volume
of 25 pl per reaction.

2. Paositive Control

The test kit is provided with a ready-to-use Positive Control (red eap) of nan-infactious DNA with germ-
specific sequences. We strongly recommend performing a positive control for each run,

3. Megative Control
It is strongly recommended to perform a negative contenl (e g, Nuclease-free Water) far each run.

PCR Amplification Parameters
We strongly recommend the use of Sigma JumpStart™ Tag DNA Polymerase.

Temperature Time

a4 Imin  Hot Start’
94°C i0s

fr:niﬁm 1'qls” dilx b
FRC 30s

e 5 min

10C e hold

" For “hat start” Polymerase, please follow the activation time conditions specifisd by the manufacturer [for
JumpStart™ Tag ONA Polymerase: 3 minutes)

" The walue is adjusted for most of the thermooyelers. Cyokers that exceed the ramping rate should be
manitared and corrected &5 requined,

4. Electrophoresis
PCR fragments are analysed on a 2% agarose gel and staining is done with ethidium bromide (0.5-1.0 pafml)
in TAE buffer.

Put 10 pL of the PCR product per lane onto the gel (gel loading buffer already included). In order to compare
the molecular size of the amplification products & size standard (100 bp DNA ladder) is recommended.
Run the electrophoresis as deseribed in the manufacturer's handbook.






5. Analysis and Interpretation of the Results

Size designation of the PCR fragments i done by comparison with the DNA size standard on a
transilluminator. Photographic documentation is recommended.

Protect eyes and skin against UV-radiation!

Positive result:

Negative result:

Invalid result:

P multocida strains encoding foxA show a toxin-specific band at 331 bp
in addition to the germ-specific band at 415 bp. If the strain does not encode ToxA,
only the germ-specific band at 415 bp can be detected. The 838 bp (amplification
control) band may be weak or may not appear at all due to low concentrations of
bacterial DNA, whereas the germ-specific band is clearly visible at all. In this case the
test is valid. The result is positive,

If the 838 bp band (amplification control) appears only, germ detection is considered
to be negative.

If none of the bands mentioned above are detectable, the assay is invalid and has to
be repeated. Possibly, the PCR has been inhibited.

838 bp amplification control

415 bp germ-specific band
331 bp toxin-specific band

Lane 1: 100 bp DNA ladder (Invitrogen)
Lane 2: germ-specific (415 bp) and toxin-specific band (331 bp); sample is positive
Lane 3: only the amplification control is visible (838 bp); sample is negative






1. Prendre une plaque MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate avec un Adhesive Cover et créer le plan de plague (Logiciel

Abiprism SDS) :

a. Dans tous les puits, utiliser le détecteur Fam pour la détection de la PMT et le détecteur Vic pour la détection de
ITPC.

b. Réaliser le plan de plaque suivant :

Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix
PMT PMT | PMT | PMT | PMT | PMT | PMT | PMT [ PMT | PMT | PMT | PMT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A EPC
PMT

B| NCS

C| NC

B Echl

E| Ech2

F| Ech3

G

H

2. Déposer 20 uL de Mix « PMT » dans toutes les cupules de la plaque qui seront utilisées pour I'essai.
a. EPC: Déposer 5 yL d’ADN
b. Echantillons et NCS : Déposer 5 plL d’échantillon ou de NCS (ADN extrait) dans toutes les cupules de la

plague qui seront utilisées pour l'essai,
c.  NC: Déposer 25 pl de Mix « PMT » dans la cupule réservée au NC.

3. Couwrir Ia plague avec un Adhesive Cover et Placer la Plague MicroAmp Optical 96-well Reaction Flate dans I'Abiprism 7000
et lancer l'amplification selon le programme suivant :

Etape 1 : 50°C — 2 minutes — Répétition : 1
Etape 2 ; 95°C — 10 minutes — Répétition : 1
Etape 3 : 95°C — 15 secondes puis 60°C — 1 minute — Répétitions : 45

Tnteroritation dasikenitis

Interprétation 5 De;:lc;or 2 « Detector » IPC

Positif Pasteurella multocida Ct<45 Ct <450uCt > 45
Négatif Pasteurella multocida Ct > 45 Ct<45
Non validé (a) Ct > 45 Ct>45

(2): I'échantillon sera rendu non validé (ou a contrdler) en raison de la négativité de I'TPC.

ndui 2

En cas de présence d'inhibiteurs (IPC négatif) diluer une partie de I'ADN au 1/10 (par exemple 10 pl d'ADN dans 90 pl
d'eau) et recommencer la PCR.

En cas de présence importante et fréquente d'inhibiteurs, vous pouvez diluer systématiquement vos ADN au 1/10.






Anmnexe 4 : Protocole d’extraction de CADN en colonne QIAGEN

e 180 pL ATL + 20pL PK

e X uL d’échantillon suivant la matrice
H uy QlAamp DNA Micro

e \ortexer Procedure

N . Sample
e Incuber a 56°c : 20 minutes

e Centrifuger quelques secondes
e Ajouter 200 puL de AL

o \Vortexer

Lyse

e Incuber & 70°c : 10 minutes .
Bind DNA
e Centrifuger quelques secondes

e Ajouter 210 pL d’éthanol purifié
e \Vortexer

Wash
e Centrifuger quelques secondes

e Déposer le surnageant sur la colonne
e Centrifuger 1 minute a 10000 tr

e Ajouter 500 uL d’AW1

e Centrifuger 1 minute a 10000 tr

e Ajouter 500 pL d’AW2

Elute

4@%4@5@4«@@—@—

Ready-to-use DNA

e Centrifuger 3 minutes a 14000 tr
e Ajouter 200 uL de AE
e Laisser incuber 5 minutes a température ambiante

e Centrifuger 2 minutes a 12000 tr






Résumé

La rhinite atrophique est une maladie infectieuse du porc entrainant une atrophie des
cornets nasaux, une déviation latérale du groin ainsi que des retards de croissance. Pasteurella
multocida toxinogéne a été reconnue responsable de la maladie. Ces lésions provoquent alors des
répercussions générales essentiellement économiques pour les élevages. C’est pourquoi, il est
important de diagnostiquer rapidement la maladie. Le diagnostic de la rhinite atrophique se
déroule en plusieurs étapes : I’examen clinique, le contrdle a I’abattoir et enfin I’examen de
laboratoire. Le laboratoire Labofarm a donc mis en place en 2010 une PCR pour la détection du
géne codant pour la toxine de Pasteurella multocida. Les recherches effectuées sur des élevages
présentant des signes cliniques n’ont cependant pas mené a la détection de la toxine. Un seuil de
sensibilité de cette PCR trop élevé par rapport a la quantité de germes présents pourrait étre
I’explication de 1’absence de détection dans les élevages suspects. C’est pourquoi, Labofarm a
souhaité tester cette PCR en comparaison avec 2 autres kits de PCR commerciaux (un kit en PCR
classique et un kit en PCR en temps réel) pour comparer le seuil de détection entre chaque
protocole et tester ces Kits dans des élevages présentant des signes cliniques de la maladie. Dans
cette étude, la sensibilité est dans un premier temps déterminée sur une souche pure de Pasteurella
multocida dermonécrotique puis, dans un second temps, elle est évaluée en présence de la flore
nasale. Il en est ressorti que cette PCR permet une détection au méme seuil que les deux autres
kits. De plus, ce seuil ne varie pas en présence de la flore nasale. Les échantillons terrain réalisés
dans deux élevages suspects n’ont néanmoins pas permis de mettre en évidence le géne codant
pour ToxA. L’absence de détection remet donc en cause 1’échantillonnage puisque les études
réalisées antérieurement ont bien montré la capacité des PCR a détecter ce géne. Un test de
conservation des échantillons a donc été réalisé pour vérifier que la congélation de ces derniers
n’influe pas sur la détection du gene. Les résultats ont montré qu’apres 5 jours de congélation, le
seuil de sensibilité reste inchange. La congélation ne présente donc aucun impact sur la détection
du géne ToxA.

Les facteurs influengant 1I’amplification du gene codant pour la toxine n’ont pas pu étre mis en

¢vidence dans cette étude, c’est pourquoi, les recherches sont toujours en cours actuellement.

MOTS CLEFS : Rhinite atrophique, Porc, Pasteurella multocida dermonécrotique, PCR, seuil de

détection




