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La conservation des échantillons par réfrigération
ou congélation peut augmenter les colts de
maniére significative. Oragene-DNA élimine ces
colits en permettant aux échantillons de salive détre
conservés a température ambiante sans dégradation
de I'ADN. Ce document présente la preuve que
les échantillons de solution Oragene-DNA/salive
conservés a température ambiante maintiennent un
ADN de poids moléculaire élevé pendant au moins
cing ans.

Introduction

Les études basées sur de larges populations impliquant des
milliers de sujets, étudient de plus en plus les déterminants
génétiques de maladies complexes. La salive est une source
dADN génomique pratique, car elle peut étre prélevée
de maniére indolore et non invasive. Pour des raisons
logistiques, les échantillons doivent souvent étre conservés
avant lextraction de TADN. Les méthodes courantes de
conservation, comme la réfrigération et la congélation,
peuvent rajouter des cotts et des inconvénients importants
a une large étude génétique.

Dans lidéal, un kit qui permettrait aux échantillons de
salive détre conservés a température ambiante pendant de
longues périodes de temps sans dégradation significative de
IADN serait hautement souhaitable. Le kit OragenesDNA
est particulierement congu pour prélever et conserver
TADN dans la salive. Ce bulletin technique fournit la preuve
quOragenesDNA peut conserver lintégrité de la salive et
deTADN a température ambiante pendant plusieurs années
et conserver sa stabilité a des températures pouvant aller
jusqua 50 °C pendant 187 jours.

Matériel et méthodes

Les échantillons de solution OrageneeDNA/salive ont été
prélevés et conservés a température ambiante (24 °C),
37 °C ou 50 °C pendant des périodes de temps pouvant
aller jusqua 187 jours. En outre, des échantillons de salive
provenant de sept donneurs, prélevés dans Oragenes DNA
et conservés a température ambiante pendant cinq ans
ont été analysés. Les aliquots de divers échantillons
ont été retirés et traités selon le protocole normalisé
d’'OragenesDNA. Approximativement 20 ng 'ADN depuis
chaque échantillon ont été analysés par électrophorese sur
gel d'agarose et coloration au bromure déthidium. La taille
de TADN extrait a été déterminée par comparaison a l'aide
d’une échelle Lambda-Hind IIT digest.

Le rendement de TADN a été déterminé par la méthode
hautement spécifique de fluorescence/DNase (réf. 1).
La méthode F/D quantifie TADN a laide du colorant
SYBR Green I"™ (Molecular Probes, Inc.), avec ou sans
traitement de la DNase.

Résultats

Les échantillons ont été conservés a des températures
de 24 °C, 37 °C ou 50 °C jusqu’a 187 jours.

LCADN a partir des échantillons de solution
OragenesDNA/salive conservés a des températures
de 24 °C et 37 °C avait un poids moléculaire >
23,000 bp et ne montrait aucun signe de dégradation
aux temps dévaluation indiqués (Figure 1). Les
échantillons conservés a 50 °C ne montraient qu'une
légere dégradation a 187 jours. Il n'y a pas eu de
changement au niveau du rendement de TADN dans
aucun des échantillons, quelle quétait la température
de conservation, comme I'a déterminé la méthode F/D.
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Figure 1. Electrophorése sur gel d'agarose de
'ADN extrait a partir déchantillons de solution
Oragene:DNA/salive. Une échelle Lambda-Hind IlI
digest a été utilisée comme marqueur dans la bande 1.

Echantillons conservés a une température de 24 °C
pendant cinq ans.

Les échantillons de salive ont été prélevés dans
OragenesDNA et conservés sans étre dérangés a
température ambiante pendant cinq ans. LADN a été
extrait et analysé par électrophorese sur gel dagarose.
Les résultats présentés a la figure 2 indiquent quun
ADN a poids moléculaire élevé peut étre extrait a partir
déchantillons datant de cinq ans, ayant été conservés a une
température de 24 °C.
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Figure 2. Electrophorése sur gel d’agarose de
I'ADN extrait a partir d'échantillons de solution
Oragene:DNA/salive conservés a température
ambiante pendant cing ans.

Discussion et conclusions

Des études de vieillissement accéléré déchantillons de solution
OragenesDNA/salive conservés a 50 °C pendant 187 jours ont
indiqué que ’ADN restait stable pendant au moins 30 mois
a température ambiante (Figure 1). Cela a été calculé a laide
de Iéquation d’Arrhénius, qui se base sur la présomption que
le taux d’une réaction chimique diminue généralement de
moitié a tous les paliers de baisse de 10 °C dans la température.
Le taux de dégradation chimique de TADN a une température
de 24 °C devrait donc étre cinq fois plus lent que le taux de
dégradation a une température de 50 °C.

OrageneeDNA/salive conservés a température ambiante
pendant cinq ans ont maintenant été analysés. Conformément
ala prévision des expériences d'accélération du vieillissement,
nous avons trouvé que 'ADN restait stable a température
ambiante bien au-dela de 30 mois ; la majorité de la taille de

PADN restait >23 kb apres cinq ans (Figure 2).

En résumé, il est prévu que les échantillons de solution
OragenesDNA/salive  contenus dans des récipients

hermétiquement clos préservent lintégrité de I'ADN a
température ambiante pendant au moins cinq ans.

Remarque : La stabilité a long terme de 'ADN dans la
solution OrageneeDNA/salive continuera a étre surveillée,
et des données supplémentaires seront fournies a intervalles
réguliers.

Recommandations pour la conservation a long
terme

Les preuves présentées ici indiquent que les échantillons
de solution OragenesDNA/salive peuvent étre conservés
dans des récipients hermétiquement bouchés a température
ambiante pendant plusieurs années en prévoyant qu'un
ADN de poids moléculaire élevé restera toujours présent.
Pour la conservation a long terme, il est recommandé que
les échantillons de solution OrageneeDNA/salive soient
répartis en aliquots et que ces aliquots soient conservés a une
température de -20 °C ou inférieure.
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