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EPREUVE E5. UNITE U51.

ETUDE D'OPERATIONS TECHNIQUES

DIAGNOSTICS DE LISTERIA MONOCYTOGENES DANS
L’INDUSTRIE ALIMENTAIRE

Dictionnaire frangais-anglais et calculatrice autorisés

Maladie infectieuse commune & I'homme et aux animaux, la listériose est provoquée par une bactérie, Listeria
monocytogenes. La contamination se fait essentiellement par voie digestive suite & la consommation d’aliments
préparés a partir d’animaux malades ou porteurs sains. La fréquence de cette maladie augmente depuis plusieurs
années sans qu’il soit possible d’établir s’il s’agit réellement d’une extension ou d’une meilleure detection. Depuis
1981, date a laquelle la transmission alimentaire a été prouvée, de nombreux tests de dépistage ont été
développés : méthode bactériologique traditionnelle, immunodétection automatisée, hybridation moléculaire.

PREMIERE PARTIE : recherche et identification des Listeria monocytogenes dans
'industrie fromagére par méthode bactériologique traditionnelle (20 points)
Les bactéries appartenant au genre Listeria ont en commun les caractéres suivants : petits bacilles Gram +, en

palissade ; catalase +; oxydase - ; esculine + ; aéro-anaérobies ; halophiles ; auxotrophes vis-a-vis de nombreux
facteurs de croissance ; mobiles (a 20-25°C) grace & une ciliature péritriche ; non sporulés.

1) Recherche de Listeria monocytogenes

1-1) D’une maniére générale, les produits laitiers doivent se conformer aux standards impératifs suivants :

n [+ m
IS ‘eria monocytogenes apsence aans
| List 5 0 b dans 25 g

1-1-1) Que signifient: m, netc ?

1-1 -2) Que doit-on faire pour reallser la recherche de Listeria monocytogenes en se conformant aux
données ci-dessus ?

1-2) A partir du protocole fourni document 1, dégager les différentes étapes et préciser leur intérét.
1-3) Justifier Femploi du bouillon de Fraser 1/2 dont la composition figure dans le document 2.

1-4) Comment peut-on, a partir de colonies suspectes sur milieu ALOA, s’orienter rapidement vers le genre
Listeria ?

2) Identification des colonies suspectes sur galerie API Listeria (document 4)

2-1) La galerie d’identification permet la différenciation entre Listeria innocua et Listeria monocytogenes gréce
au test DIM lu aprés addition d’un réactif ZYM B.

A partir du document 3, dégager les précautions & prendre lors de I'utilisation du ZYM B.
CH,OH m

Ecrire la réaction catalysée par les bactéries appartenant au genre Listeria (formules chimiques exigées)

2-2) L’esculine a pour formule :
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2-3) L'a-mannosidase est une enzyme qui catalyse I'hydrolyse du substrat suivant :

CH,OH
o!
NO,
HO\OH HO

para-nitrophényl a-D-mannopyranoside
Un résultat positif se traduit par 'apparition d’une coloration jaune. Expliquer pourquoi.

2-4) Pour les sept derniers tubes de la galerie Api Listeria, un résultat positif se traduit par un virage a la
coloration jaune. Pourquoi ?

2-5) Une colonie suspecte ensemenceée sur galerie Api Listeria a donné le profil biochimique suivant :
DIM ESC | aMAN | DARL | XYL RHA | MDG RIB G1P TAG

- + + + - + + - +

2-5-1) identifier la bactérie contaminante en justifiant la démarche.

2-5-2) Le logiciel API LAB donne un indice de typicité : T = 0,68.
Qu’est-ce que l'indice de typicité ?
Pourquoi I'indice de typicité est-il inférieura 1 ?
2-5) Lorsqu’une Listeria monocytogenes est identifiée, la souche est envoyée au Centre de Références des
Listeria ou un sérotypage est réalisé.
Drautre part, I'Institut Pasteur de Paris peut en réaliser le lysotypage.
Définir les termes : sérotypage, lysotypage.

DEUXIEME PARTIE : immunodétection automatisée de Listeria monocytogenes dans
différents lots de fromages (25 points)

Une méthode d'immunodétection est testée en paraliéle a la méthode traditionnelle bactériologique.

1) Préparation des échantillons

Les protocoles différent selon les produits alimentaires, comme le montre le document 5. A partir du
document, indiquer ies conditions de réalisation de I'étape 2 dans le cadre d’une recherche sur des fromages
préparés a partir de laits pasteurisés (volume de culture ensemencé, matériel, conditions de travail).

2) Principe d’un test « E.L.F.A. »
Coffret VIDAS Listeria monocytogenes (VIDAS LMO), bioMérieux.

Le document 6 donne une représentation schématique du principe d’une telle détection des antigénes de
surface de Listeria monocytogenes.

2-1) Que représentent les éléments a, b et ¢ ?

2-2) Caractériser la méthode d’'immunodétection.

2-3) Quel type de signal le détecteur regoit-il ? En déduire la signification d” « ELL.F.A. ».
2-4) s étant du 4-méthylumbelliférylphosphate, quelle est 'enzyme utilisée ?

2-5) Quel est I'avantage principal de cette méthode par rapport & la méthode bacteriologique traditionnelle ?

B.T.S. BIOCHIMISTE



Repére: BCFTU

Page : 3114

3) Automatisation de la technique

SESSION 2002

Durée :4H

Coefficient : 4

Le systéme VIDAS propose des cones a usage unique qui servent 3 la fois de phase solide sensibilisée et de
systéme de pipetage. Les autres réactifs sont proposés pré-répartis dans les différents puits (n°1 a 10) d'une

cartouche {document 7).

3-1) Quels sont les réles respectifs du standard et des deux contréles (C+ et C-) ?

3-2) Quel est le role de 'azoture de sodium contenu dans le standard, les contrdles et les différentes cupules

de réactifs 7

3-3) Justifier la présence et le choix du tampon & pH 9,2 dans la cuvette de lecture n° 10.

3-4) Citer les principaux avantages d’un tel systéme automatisé, comparé a une technique manuelle.

4) Analyse des résultats

L’appareil effectue deux mesures de signal dans la cuvette optique pour chacun des tests. La premiére lecture
prend en compte le bruit de fond de la cuvette de lecture n° 10 avant mise en contact avec le contenu du céne.
La seconde lecture est effectuée aprés incubation de S avec le contenu du céne.

Le calcul de la « RFV » (Relative Fluorescence Value) est le résultat de la différence des deux mesures.

La « valeur du test » (VT) représente le rapport RFV essai / RFV standard et permet 'interprétation selon le

tableau suivant :

VIDAS LMO

Valeur du test

< 0,05

> 0,05

Interprétation

Négatif

Positif

Un résultat avec une valeur test inférieure a la valeur seuil indique un échantillon contenant des antigénes
indétectables. Un résultat avec une valeur test supérieure a la valeur seuil indique un échantillon contaminé.

Les résultats obtenus lors de 2 séries différentes testant chacune 5 lots de fromages sont présentés dans le

document 8.

4-1) Calculer les « RFV » et les « valeurs des tests » pour chaque lot et pour les deux contréles (remplir la
feuille de résultats du document 8 et la joindre a la copie).

4-2) Les deux séries proposent-elles des résultats validables ? Justifier la réponse.

4-3) Compléter la colonne « interprétation » pour les tests validables.

TROISIEME PARTIE : détection par I'intermédiaire du géne HlyA qui code pour
’hémolysine de Listeria monocytogenes appelée listériolysine (35 points)

Les techniques classiques sont assez longues et manquent de spécificité. Des méthodes de diagnostic rapide
utilisant I'hybridation molécuiaire ont été développées.

En 1986, P.COSSART et al ont cloné et séquencé le géne HiyA. Cette équipe s’est apergue que certains
fragments internes de ce géne sont spécifiques de Listeria monocytogenes.

Les cing lots de la série 1 testés par la méthode immunologique VIDAS sont étudies.

1) Amplification d’'une séquence spécifique du géne HIvA par réaction de polymérisation

en chaine (méthode PCR)

Le principe général de la méthode PCR est donné dans le document 9a.

1-1) Séquence du géne HiyA a amplifier (document 9b a joindre & la copie)

Les oligonucléotides utilisés sont les suivants :

PCRGO 5BGAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG 3’
PCRDO 5'GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC 3’

B.T.S. BIOCHIMISTE



Repére: BCFTU SESSION 2002 Durée :4H

Page : 4/14 Coefficient : 4

1-1-1) Compléter le document 9b en écrivant la séquence du brin ’ADN complémentaire puis en

positionnant les amorces, sachant que les élongations s'effectueront & partir de 'amorce dans
le sens 5'—»3".

1-1-2) Déterminer en paires de bases la longueur théorique de amplifiat.
1-2) Protocoles utilisés

1-2-1) Extraction et purification préalables de 'ADN de Listeria (Document 10)

Analyser le protocole en expliquant d'une part les roles respectifs du lysosyme, du saccharose,
du SDS, de PEDTA, de la protéinase K, et d’autre part ceux du phénol, du NaCl, de I'’éthanol, de
la RNase.

1-2-2) Amplification d’'un fragment d’ADN spécifique du géne HIyA.
1-2-2-1) Préparation du milieu réactionnel (Document 11a)

Oligonucléotides amorces :

Calculer le volume des solutions A1 et A2 nécessaires a la réalisation du milieu
réactionnel.

Donnée : masses molaires de PCRGO et de PCRDO = 7500 g.mol™.
dNTP :
A partir d’'une solution stock & 50 mmol.L™, indiquer comment préparer une solution
fille telle que 10 pL apportent 20 nanomoles du mélange de dNTP.

Donnée : tampon de dilution = Tris-HCI 5 mmol.L", pH 9.

Tag-polymerase :

3 uL de la solution B incorporent 0,03 micromoles de dNTP en 15 minutes a 70°C ;
calculer le volume de la solution B & ajouter dans le milieu réactionnel.

Donnée : 1 unité de Tag-polymérase est la quantité d’enzyme qui incorpore
10 nanomoles de dNTP dans un ADN en 30 minutes & 70°C.

1-2-2-2) Protocole d’amplification (Document 11)

Justifier les différentes étapés présentées dans le document 11b et dégager la
notion de cycle d’amplification.

2) Détection de la séquence amplifiée

2-1) Par électrophorése en gel d'agarose
Les amplifiats [A] sont déposés dans les puits d’'un gel d’agarose a 1,4 % contenant 1 % de bromure
d’éthidium.
De plus, pour augmenter la spécificité du test, on dépose également les amplifiats hydrolysés [AH] en
présence de I'enzyme de restriction Rsa | spécifique du site SGTAC 3' (Document 9b).

Les résultats sont fournis (Document 12) (12a = schéma de I'électrophorégramme ; 12b = distance de
migration des fragments d’ADN).

Tracer sur papier millimétré la courbe d’étalonnage log (paires de bases) = f (distance de migration)
grace au témoin de taille : ADN du phage A hydrolysé par Bst El. Déterminer la taile des fragments
obtenus. Sont-ils en accord avec la taille théorique de I'amplifiat non hydrolysé [A] et hydrolysé [AH] ?

Conclure sur la présence de Listeria monocytogenes dans les cinqg lots étudiés.

Les résultats obtenus avec cette méthode sont-ils concordants avec ceux obtenus avec la méthode
immunologique (lots numérotés de 1 4 5) ?

2-2) Par sonde marquée avec une peroxydase

Une sonde de détection, longue de 20 nucléotides, permet aussi de detecter Pamplifiat du fragment du
geéne de la listériolysine.

B.T.S. BIOCHIMISTE
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On étudie Finfluence de la concentration en H,O, sur le développement du signal peroxydase. Pour cela,
on détermine, dans les mémes conditions expérimentales, la vitesse initiale (v;) de la réaction catalysée
par la peroxydase en fonction de différentes concentrations en H,O, (0,0003%, 0,015%, 0,3%), la
concentration en chromogéne TMB demeurant quant a elle inchangée.

TMB : 3,3, 5, 5" tétraméthylbenzidine.

2-2-1) Protocole de mesure des v, de la réaction

Dans une cuve thermostatée pour photométrie, on dépose 2 mL de substrat H,O,-TMB en
tampon citrate, & la concentration choisie. On préchauffe quelques minutes a 37°C, puis on
déclenche la réaction par ajout de 10 pL d’une solution de peroxydase du commerce diluée au
1/1000.

L’évolution de I'absorbance est suivie pendant 2 minutes a 655 nm.

Etablir la formule permettant de déterminer les concentrations d’activité catalytique
peroxydasique en mol.min™. L™ de solution enzymatique.

Données : £ =4,56.10° L.mol.cm™ ;
trajet optique = 1 cm.

2-2-2) Application

Utiliser les valeurs expérimentales suivantes pour choisir la concentration en H,O, qui optimise
la détection.

Concentrations en H,O, en % AA/ At en min™
0,0003 0,001
0,015 0,200
0,3 0,015

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 1 : METHODE POUR LA DETECTION ET L’IDENTIFICATION DE

LISTERIA MONOCYTOGENES DANS LES MATRICES ALIMENTAIRES

Matrices alimentaires 25 g

+

225 mL de bouilion de Fraser 1/ 2; = suspension A

Broyage pendant 1 minute |

Incubation
24 ha 30°C

v

Ensemencement d’'un bouillon de Fraser 1/1 (10 mL) avec 0,1 mL de suspension A

Incubation
48 ha37°C

v

Isolement sur milieu ALOA (Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti)

Incubation 24
a48ha3r7r°C

v

Ensemencement d’une galerie Api Listeria a partir d’une colonie suspecte

Incubation
24 h a 37°C

Lecture et sérotypage

DOCUMENT 2 : BOUILLON DE FRASER 1/2

(Laboratoire BIOKAR)
Pour 1 litre de milieu :
- polypeptone 10g
- extrait autolytique de levure 5¢g
- extrait de viande 5g
- chlorure de sodium 20¢
- phosphate disodique anhydre 9,649
- phosphate monopotassique 1,39
- esculine 1g
- chlorure de lithium 3g
- acide nalidixique 10 mg
- acriflavine 12,5 mg

pH du milieu : 7,2

Remarque : dans le bouillon de Fraser 1/1, les concentrations des trois derniers composants sont doublées.

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 3 : REACTIF ZYM B

-FastBIUE BB @ ..o 0,35¢g

- 2-méthoxy éthano! @ ... 100 mL
TOXIQUE

R60 : peut altérer la fertilité.

R61 : risque pendant la grossesse d’effets néfastes pour I'enfant.

R10 : inflammable.

R20/21/22 : nocif par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

S$53 : éviter Pexposition (éviter le contact avec la peau et les yeux — l'inhalation des vapeurs et toute surchauffe
brutale).

S$45 : en cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible lui montrer 'étiquette).

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 4 : GALERIE API LISTERIA : (laboratoire BIOMERIEUX)
Principe :

La galerie APl LISTERIA comporte 10 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée, qui permettent
la réalisation de tests enzymatiques ou des fermentations de sucres.

Les réactions produites durant la période d'incubation se traduisent par des changements de coloration spontanés
ou révélés par I'addition de réactif.

Aprés incubation 18 — 24 heures a 35 — 37°C, la lecture des réactions est réalisée visuellement avec le tableau de
lecture et I'identification obtenue grace a la liste des profils ou d’un logiciel d’identification.

Mode opératoire :

- Préparation de l'inoculum : ‘
A l'aide d’une pipette, prélever quelques colonies bien isolées et réaliser une suspension en eau distillée
d’opacité égale a 1 de Mc Farland.

- Inoculation de la galerie :

Inoculer tube et cupule du test DIM avec la suspension bactérienne ajustée a 1 de Mc Farland.
Diluer inoculum de maniére & obtenir une suspension d'opacité égale a 0,5 de Mc Farland.

Inactiilar lae tithae des tacte EQC & TAG
NOCUIer 188 TUDES GesS 1eSIS EoL a 1A,

- Incubation.

Lecture :

Ajouter une goutte de réactif ZYM B au test DIM.
Lire les réactions en se référant au tableau de lecture.

TABLEAU DE LECTURE

TESTS REACTIONS RESULTATS
NEGATIF | POSITIF
ZYM B/ <3 min
DIM Différenciation orange pale
L. innocua / L. monocytogenes ;"rf: ;;;g: orange
ESC ESCuline (Hydrolyse) jaune pale noir
oMAN o-MANnosidase incolore jaune
DARL D-Arabitol
XYL D-XYLose
RHA RHAmMnose rouge jaune
MDG oa-Méthyl-D-Glucoside rouge orangé jaune orangé
RIB RIBose
G1P Glucose-1-Phosphate
TAG D-TAGatose

TABLEAU D’IDENTIFICATION

% de réactions positives aprés 18-24 h a 35-37°C

API LISTERIAV 1.1 DIM | ESC |aMAN|DARL| XYL | RHA | MDG | RIB | G1P | TAG
Listeria grayi 99 00 99 00 1 1€ 0Q 0 0
Listeria innocua 99 00 98 00 2 98 0 0 0
Listeria ivanovii 38 00 0 99 : 4 99 g 0
Listeria monocytogenes 0 0C 98 9 0 98 00 0 5 0
Listeria seeligeri g 00 5 99 99 0 99 0 0 0
Listeria welshimeri 90 00 96 00 98 6 99 0 * 97

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENTS5 :

PROTOCOLES DE PREPARATION DES ECHANTILLONS AVANT
IMMUNODETECTION

(bioMérieux, AFNOR n° BI0-12/3-03/96)

Autres produits

Fromages au lait cru Autres produits laitiers alimentaires. non laitiers
Masse de
ETAPE produit 25¢g 25¢g 25¢g
1 Volume de
bouillon 225 mL 225 mL 225 mL

Ensemencer & 1 % (v/v) | Ensemencer a 10 % (v/v)

ETAPE A . , .
Ensemencer sur gélose dans le méme bouillon dans le méme bouillon
2 sélective (volume final de bouillon : | (volume final de bouillon :
10 mL) 10 mL)

500 uL de suspension bactérienne
IMMUNODETECTION

|

par TEST VIDAS LMO
(Antigéne recherché : Ag de surface de

Listeria monocytogenes)

Résultats en 70 minutes.

DOCUMENT 6 :
REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU PRINC!PE D'UNE DETECTION E.L.F.A.

AL EE A

S
370 nm g uv
a c
b
450 nm
Détecteur

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 7 :
DISPOSITIF AUTOMATISE VIDAS POUR IMMUNODETECTION ELFA

N.B. : Les éléments a et S sont de méme nature que dans le document 7.

1 — Schéma technique du dispositif VIDAS
Contenu des différents puits de la cartouche :

Réactifs
Puits échantilion

a |» Cone sensibilisé
(la phase solide a usage 2,3,4,57,8,9 Tampons de prélavage et de lavage
1gG anti — Listeria monocytogenes marqués +

N° des puits
1

—< unigue fait office d'aiguille 6
de préelevement) azoture de sodium
10 Cuvette de lecture contenant le substrat S
+ tampon pH 9,2 + azoture de sodium

_<

M UUul L gyt
3 4 5 6 7 8 9 10

Puits n° 1 2
Echantillon (500 uL de bouillon ensemencé, aprés incubation: & Ag recherché @ Autres antigénes)
u standard (Ag de L. monocytogenes purifié et inactivé de concentration connue + azoture de sodium)

ou
ou contréles : - positif C+ (Ag de L. monocytogenes purifié et inactivé + azoture de sodium)
- négatif C- (Tampon Tris-NaCl (150 mmol/L)-Tween pH 7,6 + azoture de sodium)

2 — Déroulement des étapes techniques

Aspiration
refoulement

Déplacement
de la plaque
T_D_ uLHJU LU
Puitsn® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A chaque étape, le cone aspire et refoule plusieurs fois le réactif contenu dans la cupule : les cinétiques de

réaction sont augmentées.

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 8 :
TABLEAU DE RESULTATS (a4 compléter et a rendre avec la copie)

Série | RFV Ifs If; RFV | VT= Tinterpré| [ Série | RFV ifs If; RFV | VT = [Iinterpré

1 | stan- | BF | essai | essai |Rhyessal| tation 2 | stan- | BF | essal | essai |RFVessal | tation

dard (positif dard IRFVstd | (nositif

ou ou

négatif) négatif)
Lot1 | 3858 | 89 | 2713 Lot6 | 3705 | 104 | 180
Lot2 | 3858 | 88 | 3753 Lot7 | 37905 | 105 | 143
Lot3 | 3858 | 90 513 Lot8 | 3795 | 104 | 218
Lot4 | 3858 | 90 167 Lot9 | 3795 | 106 | 182
Lot5 | 3858 | 86 163 Lot10| 3795 | 103 140
C+ | 3858 | 88 | 3869 C+ | 37905 | 105 | 290
c- | 3858 | 90 94 c- | 3795 | 104 | 107

BF : bruit de fond ; If : signal en unités arbitraires.
C+: VT aftendu : 0,8-1,2

B.T.S. BIOCHIMISTE
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A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

DOCUMENT 9 :

DOCUMENT 9a :

A partir d’'informations sur les séquences situées de part et d’autre du locus désiré, on construit des amorces
oligonucléotidiques.

Ces amorces sont complémentaires de brins opposés.

L’ADN total (double brin) est dénaturé par chauffage en présence d'un excés de ces oligonucléotides.

En refroidissant, les amorces s’associent a chacun des brins de 'ADN matrice.

On effectue leur élongation en présence de désoxynucléotides et d’'une polymérase thermostable.

Apres un cycle de synthése, on recommence les mémes étapes de chauffage, refroidissement, élongation.

DOCUMENT 9b : (a compléter et a rendre avec la copie)

Extrait de la séquence du gene Hiy A.

Brin &' 3
747 986 1134
\A \ 2
......... GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG.........|GTAC|......... GATGAAGTTCAAATCATCGACGGC.........
Rsa |

L’enzyme de restriction Rsa | est spécifique du site 5° GTAC 3.

B.T.S. BIOCHIMISTE
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DOCUMENT 10 :
EXTRACTION ET PURIFICATION DE L’ADN DE LISTERIA

Infection and Immunity, apr. 1988
MENGAUD et al.

Listeria chromosomal DNA was prepared by a method adapted from that of Flamm et al. [15]. Overnight cultures
(6 mL) of Listeria in brain heart infusion were centrifuged. Pellets were washed in 1 mL of 0,1 x SSC (1 x SSC is
0,15 M NaCl plus 0,015 M sodium citrate) and suspended in 0,6 mL of lysosyme solution (0,01 M sodium
phosphate, 20 % sucrose [pH 7], 2,5 mg of lysosyme per mL, freshly added). The mixture was incubated for 1 h at
37°C, and then 5,4 mL of proteinase K solution (10 mM Tris hydrochloride [pH 8], 1 mM EDTA, 1 % sodium
dodecyl sulfate [SDS], 500 pg of proteinase K per mL, freshly added) was added. After 1 or 2h at 37°C, the mixture
was gently extracted three times with 6 mL of satured phenol. Then, 600 L of sodium chloride was added, and
DNA was ethanol precipitated for at least 2 h at — 20°C. DNA was then suspended in 0,5 mL of TE (102 M Tris
hydrochloride [pH 8], 10° M EDTA) containing RNase (50pg/mL). Yield was about 10 pg of DNA per mL of
overnight culture.

DOCUMENT 11:
AMPLIFICATION D’'UN FRAGMENT D’ADN SPECIFIQUE DU GENE Hly A

DOCUMENT 11a : composition du milieu réactionnel

XAt A ADN ... e e e st e e s e s 10 L
- solution A1 d’oligonucléotides amorces a 20umol/L (PCRGO)..........cccvcveviiinnniinns 300 ng
- solution A2 d'oligonucléotides amorces a 20pumol/L (PCRDO).......cccccoieiiiininnnnn. 300 ng
- solution fille : mélange de dNTP (désoxyribonucléosides triphosphates) ............... 10 uL
- solution B de Tag-pOlYMETASE ......cc.uuii i s 2 unités
= MQGCIs 8 25 MMONL......niieiecen e e s s 6uL
R =104 ool o T 2d 04 5 S 1) QO O RN 10yl
=AU AISHIIEE ...ttt ettt ettt et 59 uL

DOCUMENT 11b : protocole d’amplification

L'ADN a ampilifier est traité 5 minutes & 94°C, puis il subit les étapes suivantes : 1 minute a 94°C, 1 minute & 65°C,
2 minutes a 70°C... qu’on répéte 30 fois.

B.T.S. BIOCHIMISTE



Page : 14/14 Coefficient : 4

DOCUMENT 12:

DETECTION DE LA SEQUENCE AMPLIFIEE PAR ELECTROPHORESE EN
GEL D’AGAROSE

DOCUMENT 12a : schéma de I’électrophorégramme

Puits n° 12345678 91011

Ligne de dépot |- - == - === - = oo oo oo oo Sens de migration

Témoin de taille : ADN du phage A coupé par Bst E1 = puits 11

Echantillons (iots de la série 1 testés par la méthode VIDAS) :

Lots 1 2 3 4 5
[A] [AH] | [A] [AH] | [A] [AH] [[A] [AH] | [A] [AH]
Puits |1 2(3 415 6{7 8|9 10

DOCUMENT 12b : distance de migration des différents fragments d’ADN

Témoin de taille :

Paires de bases 15 500 9 800 4 000 3595 1450 290 160
Distances de

migration en mm 22 23 27 28 36 51 56
Echantillons :
Lots 1 2
[A] [AH] [A] [AH]
Distances de
migrations en mm 48 52 57 48 52 57
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