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Contréle de la qualité hygiénique dans la filiére viande
de l'industrie agro-alimentaire

Dans la filiére viande de l'industrie agro-alimentaire, des controles rigoureux ont été mis en place.
lls permettent la surveillance de I'état sanitaire des animaux et garantissent la qualité des
matieres premiéres et des produits transformés.

Les techniques évoquées ci-dessous illustrent ces contrdles, en particulier dans les cas de
protection contre l'encéphalopathie spongiforme bovine, la pneumonie porcine et la listériose.

1. Contrdle de la qualité microbiologique d’aliments carnés: respect des
criteres microbiologiques et des normes dans I'exemple d’'un jambon cuit
entier

Respect des critéres dans I'exemple d’un jambon cuit entier

Les criteres auxquels doit satisfaire un jambon cuit entier sont définis dans le reglement
CE 1441-2007 et les recommandations de la Fédération des Entreprises du Commerce et de la
Distribution (FCD) du 18.04.2008 (document 1) ‘

Les criteres sont classés en deux catégories : critéres de sécurité d'une denrée alimentaire et
critéres d'hygiene de procédés.

1.1. Définir le terme «critére » en microbiologie alimentaire et préciser les
caractéristiques d’un indicateur significatif de I’hygiéne des procédés

1.2. Définir les paramétres n et c utilisés dans le document 1.
Définir : - micro-organisme indicateur de sécurité de denrée alimentaire,
- micro-organisme indicateur d'hygiéne des procédés

1.3. Définir les entérobactéries et justifier Pimportance de leur recherche dans les
procédures. Préciser l'espéce de cette famille qui constitue un indicateur
particuliérement performant dans le cadre étudié. Justifier la réponse.

1.4. Exploitation de quelques données

Calculer la contamination due aux micro-organismes aérobies contenus dans un
échantillon pour lequel les résultats du dénombrement sont les suivants.

fnoculum Nombre de colonies
1ere hoite 2éme hoite
1 gramme a la dilution 104 144 130
1 gramme a la dilution 10 18 12
1 gramme a la dilution 10-8 0 2

Justifier le choix des boites retenues pour ce calcul.
En tenant compte du résultat précédent, interpréter la qualité hygiénique de cet
échantillon de jambon cuit entier.
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1.5. Présenter le diagramme de décision, soit a 2 classes, soit a 3 classes, selon le
type de micro-organisme testé. On envisagera le cas :

- d’'un micro-organisme de sécurité de denrée alimentaire,

- d’'un micro-organisme d’hygiéne des procédés.

On pourra utiliser les données du document 1.

2. A propos de Listeria

Ces demiéres années, plusieurs contaminations d'aliments carnés par Listeria ont attiré
I'attention sur ce bacille @ Gram positif responsable de la listériose.

Les principales complications de cette maladie sont l'avortement chez la femme et la
méningo-encéphalite en particulier chez 'immunodéprimé, le vieillard et le nouveau-né.

2.1. Etude des interactions entre Listeria monocytogenes et les cellules hotes au
cours d’une listériose : approche cellulaire et moléculaire

Pénétration de Listeria dans l'organisme

La principale voie d’entrée de cette bactérie est intestinale, consécutive a l'ingestion d’un produit
contaminé.

Aprés avoir traversé I'épithélium intestinal en passant par les cellules M, les Listeria se fixent au
pdle basolatéral des entérocytes (document 2). Une protéine de surface des Listeria, appelée
internaline A, se lie a un récepteur cellulaire de I'entérocyte et déclenche I'endocytose de la
bactérie. Cette interaction spécifique entre l'internaline A et son récepteur caractérise une
pénétration de la bactérie par endocytose a recepteur.

2.1.1. A l'aide d'un schéma simple, présenter la particularité d’'une endocytose a
récepteur en prenant 'exemple de Listeria monocytogenes. Nommer le type de
transport utilisé.

La listériolysine O rompt la membrane de la vésicule d’endocytose, permettant a la bactérie de
s'échapper avant toute fusion avec un lysosome.

Libérée dans le cytoplasme, la bactérie se déplace gréace a une protéine Act A capable de
polymériser I'actine a la surface de la bactérie.

2.1.2. Lactine est une protéine du cytosquelette. Citer les différentes familles de
protéines filamenteuses constitutives du cytosquelette. Donner pour chaque
catégorie un exemple de protéine et de fonctions assurées.

Les Listeria se propulsent vers les entérocytes voisins et pénétrent dans leur cytoplasme,
entourées d'une double membrane. Des phospholipases participent a la rupture de cette double
membrane et un nouveau cycle de multiplication commence.

2.1.3. Expliquer comment les phospholipases conduisent a la rupture des
membranes cellulaires. Préciser, a l'aide d'un schéma, les différents sites d'action
de ces enzymes.

Les Listeria quittant les entérocytes sont phagocytées par les macrophages sous-épithéliaux
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2.1.4. Détailler la chronologie des événements cellulaires impliqués dans la
phagocytose. Expliquer pourquoi la présence de complément augmente l'efficacité
de la phagocytose. En déduire I'étape limitante.

2.2. Etude du modéle murin de la réponse immunitaire adaptative anti Listeria,

La souris est un animal sur lequel on s'attache d’'une part a caractériser le pouvoir pathogene de
Listeria monocytogenes et d’autre part a élucider la réponse immunitaire adaptative. Des études
récentes montrent que fon peut considérer cet organisme pathogéne comme un parasite
intracellulaire strict, au méme titre qu'un virus.

2.2.1. Préciser le type d'immunité adaptative majoritairement développée.

2.2.2. Expliquer comment sont présentés les motifs antigéniques de la bactérie
(chronologie des événements, organites impliqués et molécule de CMH mobilisée).
Schématiser cette molécule de CMH et décrire ses caractéristiques structurales.

2.2.3. Présenter un schéma d'activation des cellules impliquées dans cette immunité
en commentant la chronologie des différents phénoménes.

2.2.4. Expliquer le mécanisme d'élimination des cellules infectées par Listeria en
précisant les principaux acteurs biochimiques et leur mode d'action.

2.2.5. Une fois cette immunité mise en place chez la souris, on constate le maintien
a long terme des défenses anti Listeria. Nommer ce phénoméne.

Des protocoles d'immunisation ont mis en évidence la responsabiité de la
listériolysine O dans le phénoméne d'immunité & long terme. Préciser les cellules
immunitaires impliquées dans ce mécanisme.

2.3. Recherche de Listeria au laboratoire (Norme NF EN ISO 11290-1 du 1/02/2005)

2.3.1. A partir de 'exemple de la recherche de Listeria, (voir document 3) présenter
la logique d'une analyse microbiologique alimentaire s'inscrivant dans le cadre du
contrble d'un critére de sécurité alimentaire.

2.3.2. Nommer chaque étape, en précisant son but.

2.3.3. Pour chacun des milieux - Fraser-demi, Fraser, ALOA et PALCAM, (document
3 et document 4) - expliquer en quoi il est bien adapté a I'étape correspondante.

3. Recherche de I'agent de I’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB)

Aprés l'infection d'un bovin par I'agent de la maladie, la durée d’incubation est comprise entre 20
mois et plus de 15 ans avant que I'animal ne présente des symptdmes cliniques comme, par
exemple, la baisse de la production de lait, des tremblements ou un caractére craintif.

L'agent infectieux responsable de la maladie est une protéine prion pathologique notée PrPESB,
présente dans certaines parties du corps de I'animal comme les yeux, la cervelle, la moelle
épiniere et l'iléon.
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3.1. Structure des protéines
3.1.1. Dans les protéines, les acides aminés sont principalement liés entre eux par
la liaison peptidique : décrire cette liaison et citer ses principales propriétés. Préciser
les autres liaisons rencontrées dans les protéines.

3.1.2. Définir : structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire d'une
protéine.

3.1.3. Faire un schéma annoté d’'une hélice a.

3.1.4. Expliquer la principale différence structurale entre la protéine PrPESB, variant
anormal et pathologique, et la protéine cellulaire normale : la PrP<,

Les tests rapides utilisent la propriété de la PrPESE de résister a certaines enzymes protéolytiques
dont la protéinase K, tandis que dans les mémes conditions la protéine normale (PrPc) est
entiérement dégradée par ces protéases.

AT'heure actuelle, 11 tests sont validés par la communauté européenne dont un test de la société
Prionics® qui repose sur la technique du Western Blot (Prionics® check-WB).

3.2. Différents « blots »
Définir et décrire sommairement les principales étapes des techniques de Southern blot, Northern
blot et Western blot. Mettre en évidence les différences majeures entre ces trois techniques.

3.3. Electrophorése des protéines.
La premiére étape du test Prionics® check-WB est une électrophorése des protéines sur gel de
polyacrylamide (PAGE) en conditions dénaturantes au dodécyl sulfate de sodium (SDS).

3.3.1. Donner le principe général de la méthode d'électrophorése des protéines en
conditions non dénaturantes ; préciser en particulier les criteres de separation des
protéines et les réles du tampon.

3.3.2. Donner le principe général de la méthode d'électrophorése des protéines en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) ; préciser en particulier les critéres de
séparation des protéines et les roles des constituants du tampon de charge : SDS,
glycérol et 2 mercapto-éthanol.

3.3.3. Donner les propriétés du gel de polyacrylamide : constituants, obtention,
différentes réticulations ; préciser les roles et fonctionnements du gel de
concentration (stacking gel) et du gel de migration (running gel).

3.3.4. Faire un schéma de principe commenté du montage utilisé pour réaliser une
électrophorese SDS PAGE ; préciser en particulier les bornes et le sens de
migration.

Le document 5 présente le résultat de la premiére étape.
Remarque : un traitement préalable permet d'éliminer les chaines glycosylées de toutes les
formes de la PrP.

3.3.5. Commenter la migration des protéines marqueurs de poids moléculaire.
Expliquer le principe de détermination de la masse moléculaire des protéines par
cette technique. Estimer la masse moléculaire de la PrPESE,

414
Tournez la page S.V.P.



3.3.6. Expliquer la présence d'une seule bande dans le puits n°2 par comparaison
aux bandes du puits n°3.

3.4. Electro-transfert et imnmuno-empreinte
La technique par SDS-PAGE ne permet pas d'affirmer que la bande visualisée correspond a la
protéine PrPESB, variant anormal et pathologique de la protéine cellulaire normale PrPe. La
confirmation est apportée a l'aide d'anticorps spécifiques dans la deuxieme étape du test
Prionics® check-WB.

L'électrophorése est suivie d’un électro-transfert (étapes 6 et 7 du document 6).
3.4.1. Préciser le but de I'électro-transfert.

3.4.2. Donner le principe de [électro-transfert, schématiser le « sandwich de
transfert » (étape 6 du document 6) et positionner les électrodes.

Aprés la vérification de l'efficacité de ce transfert, le fragment résistant & la protéinase K
PrP27-30 spécifique de la forme anormale PrPESB, est révélé immunologiquement.

3.4.3. Donner un nom explicite aux étapes 9 a 12 du document 6.

3.4.4. Présenter le schéma final du systeme de révélation immunologique en
I'annotant le plus précisément possible. Nommer ce type de révélation.

. 3.4.5. Ces immuno-empreintes sont réalisées avec les .protéines extraites des
prélévements, avec et sans traitement & la protéinase K.
Représenter I'aspect d'un blot obtenu :
- a partir d’'un animal sain,
- a partir d'un animal atteint de 'ESB.

4, Recherche du mycoplasme agent de la pneumonie porcine par réaction de
polymérisation en chaine (PCR)

Chez les animaux d'élevage, des mycoplasmes pathogénes sont responsables d'avortements, de
pathologies respiratoires et diverses.

Des tests de détection directe utilisant les techniques de PCR ont été développés pour aider au
diagnostic ou a I'épidémiologie de ces mycoplasmoses. La présence du mycoplasme pathogéne
est révélée par l'identification de son ADN spécifique.

4.1. Structure de ’ADN
4.1.1. Décrire les molécules de bases constitutives de I'ADN

4.1.2. Décrire & l'aide de schémas commentés la structure tridimensionnelle de
'ADN

4.2. Extraction de ’ADN
La premiére étape de ces tests est une extraction de 'ADN a partir des biopsies effectuées sur
les animaux suspects (document 7) :

4.2.1. Préciser les enzymes présentes dans la solution d'extraction.
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4.2.2. Expliquer le réle de l'incubation a 95 °C lors de la phase d’extraction.

4.2.3. Préciser la répartition des constituants de l'extrait entre le précipité et le
surnageant, aprés centrifugation.

4.3. Amplification génique
La seconde étape d'identification des souches pathogénes consiste en une amplification de
I'ADN par PCR a l'aide d’amorces spécifiques.

4.3.1. Décrire les trois phases d’un cycle PCR. Préciser 'enzyme utilisée dans cette
technique et donner ses principales propriétés.

On veut amplifier une séquence cible d'’ADN spécifique a la pneumonie porcine par PCR
(document 7.3). On dispose des amorces décrites dans le document 7.

4.3.2. Déterminer et justifier a 'aide d’'un schéma commenté, le (les) couple(s)
~d'amorces permettant d'amplifier cette sequence.

La taille des amplifiats est controlée par électrophorése en gel d'agarose. (document 7.4)

4.3.3. Indiquer les criteres de séparation des acides nucléiques dans une
électrophorese en gel d'agarose. Préciser le lieu de dépdt des échantillons par
rapport aux électrodes.

4.3.4. Analyser les risques liés a ce protocole de révélation et indiquer les
précautions a prendre.

4.3.5. Lorsque la taille des amplifiats est celle recherchée, décrire briévement une
technique complémentaire confirmant que la séquence amplifiée est bien la
séquence cible.
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Document 1 : Critéres microbiologiques d’un jambon cuit entier
(réglement CE 1441-2007 et recommandations de la FCD du 18.04.2008)

. Plan d'échantillonnage Limites
Micro-organismes / Toxines /

métabolites n c m M
Micro-organismes aérobies 5 2 1.108ufc/g | 1.107ufc/g
E. coli 5 2 10ufc/g 100 ufc/ g
Staphylococcus coagulase + 5 2 100 ufc/ g 1000 ufc/ g
Salmonella 5 0 Absence Tans 259
Listeria 5 0 100 ufc/ g

Document 2: Schéma de [invasion des entérocytes par Listeria
monocytogenes

Reférence http://mcb.berkeley.edu/labs/portnoy/
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Document 3 : Procédure de recherche de Listeria dans un produit

carné
selon la norme NF EN ISO 11290-1 du 1/02/2005

1% séance : - broyer 25 g d'aliment carné dans 225 mL de bouillon Fraser-demi
- incuber 24 h a 30°C

2°™e séance : - ensemencer 0,1 mL de la culture précédente dans 10 mL de bouillon

Fraser
-incuber 48 h a 37°C.

3°™ séance: - & partir de la culture précédente, ensemencer par stries sur gélose
Listeria selon Ottaviani et Agosti et incuber 24 h a 37°C.
- Procéder de la méme fagon avec un deuxiéme milieu d'isolement

sélectif, comme PALCAM et incuber 24h a4 37°C

4°™ séance : a partir de colonies suspectes sur les deux milieux :
- ensemencer une galerie API Listeria, incuber 18 —24 h a4 37°C

Diagramme de procédure

Prise d'essai
xgoux ml
+

Mlleu d'enrichlssement sélectlf primalre (boulllon Fraser-deml)

l

Incubation 4 30 °C pendant 24 h+3 h .

!

0,1 ml de culture dans 10 m| de milleu
d'enrlchlssement secondalre (boulllon Fraser)
(subculture)

l

Incubatlon & 35 °C ou 37 *C pendant 48 h 3 h

l

gélose Listeria selon Otiavian| et Agost] (ALOA)

|solement sur |:et
deuxiéme milieu sélectif

l

Incubatlon de la gélose Listeria selon
Ottavlan| et Agost| durant 24 h £3 h et, s| nécessalre,
pendant 24 h £3 h supplémentalres, a 37 *C,
Incubation du deuxiéme milieu sélectif selon le
milieu choisi et selon les indications du fabricant.

l

Conflrmation
Document soumis au droit d'auteur dAFNOR : utilisation documentaire de cette norme exclusivement
dans le cadre de ce concours, sans possibilité de diffusion de tout ou partie et sous quelque forme que ce
soit & des tiers. - AFNOR 2010
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Document 5 : Electrophorése des protéines

L'électrophorése de deux échantillons provenant du méme animal, a été réalisée a pH 7, en milieu SDS, sur gel de
polyacrylamide a 10 %. '

Chaque échantillon renferme 0,25 ug de protéine dans 0,1 mL de tampon.

Le premier échantillon, aprés traitement a la protéinase K, a été déposé dans le puits n° 2.

Le second (non traité a la protéinase K) a été déposé dans le puits n° 3.

Les marqueurs de masse moléculaire (puits n° 1) utilisés sont les suivants :

Masse molaire (kDa)
alpha lactalbumine 14,4
alpha anti-trypsinogéne 20,1
anhydrase carbonique 29
ovalbumine 45
sérum albumine 066
phosphorylase b 97,4
B-galactosidase 116

()

puits n° 1 puits n® 2 puﬁs n°3

W(’a} —
(5) s —
—
(C) s -
_—_

() e

(*+)

Electrophorése des protéines : migration une heure a 150 V ; coloration au bleu de Coomassie R 250
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Document 6 (1/2): kit Prionics® check-WB
Matériel inclus et protocole simplifié

Concentré de tampon d’homogénéisation.
(5 fois concentré, a diluer avant 'emploi). Un flacon contient
200 mL de solution tampon d’homogénéisation. Diluer avec de
F'eau ultra pure dans un volume final de 1 litre.

Concentré de tampon blocage PVDF.

(5 fois concentré, & diluer avant 'emploi). Un flacon contient
100 mL de solution concentrée de PVDF, remplagant la caséine
du lait. Diluer le tampon de blocage avec de I'eau ultra pure dans
un volume final de 0,5 litre.

Tampon de digestion.
Un tube de 4 mL de tampon de digestion. A +4 °C, le tampon de
digestion est stable pendant 12 mois.

Protéinase K.
Un tube de 4 mL de protéinase K. A stocker a +4°C, il est
préférable de faire des aliquotes et de les stocker a -20°C.

Digestion stop. (Pefabloc® SC).
Un tube de 4 mL de solution qui bloque I'activité protéolytique de
la protéinase K. A stocker & +4°C.

Tampon de charge.
Un flacon contient 25 mL de tampon de charge gel SDS
polyacrylamide (PAGE).

Echantillon de contréle moléculaire.

En tube de 200 ul il est composé de marqueurs moléculaire
97,0 66,0 45,0 30,0 20,1 14,4 kDa) inclus dans du tampon de
charge.

1er anticorps (6H4).

Un tube contient 30 uL d'anticorps monoclonal anti-PrP (IgG1
anti-PrP de souris) a concentration de 2 mg/mL. A diluer au
1/5000e en tampon de blocage PVDF.

2éme anticorps-AP.

Un tube contient 30 uL & 0,3 mg/mL d'lgG-AP de chévre
(conjugué avec une phosphatase alcaline contre le premier
anticorps). A diluer au 1/5000¢ avec du TBST.

Concentré de tampon de luminescence.

(10 fois concentré, a diluer avant I'emploi). Un flacon contient
27 mL de concentré de tampon de luminescence. Diluer ce
tampon avec de I'eau ultra pure dans un volume final de 270 mL.

12114
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Document 6 (2/2): kit Prionics® check-WB
Protocole synthétique

1. Homogénéisation

2 ,Digestidn

.| ® Couper et peser un échantilion de moelle épiniére (0,4-0,8 g)
| » Diluer 10X grace au tampon d’homogénéisation (p/v), ex: 5 mL pour 0,5 g de tissu et

homogénéiser 1 min avec de 'homogénéisateur OMNI.

« Prélever deux fois 1 mL par homogénat et déposer dans la plaque matrice {on travaille en
doublon).

. -1 o Transférer 100 yL d’homogénat de fa plaque matrice a la plaque de digestion.

|  Stopper la réaction avec 10 pL de solution stop.

« Déposer 10 yL de tampon de digestion dans chaque puits de la plaque de digestion.

 Ajouter 10 L de protéinase K, bien homogénéiser.
o Digérer 40 min a 47°C (Afficher 50°C au bloc chauffant).

| Etapes préliminaires

3. Dénaturation
échantilons

o Préparer les gels NuPAGE.
Chauffer le controle moléculaire a 65°C durant 2 min.

des

o Ajouter 100 L de tampon de charge aux échantillons digérés, bien homogénéiser et chauffer
5 min 2 96°C. Les échantillons chauffés peuvent étre congelés et conservés a -20°C.

| 4. Dépdt des échantillons

5. Electrophorese

o Déposer 10 pL de I'échantillon de contrdle dans le premier puits du gel.

o Déposer 10 pL d'échantillon a la pipette multicanaux.

o Remplir la cuve d'électrophorése avec de la solution tampon de migration.
o Ajouter 500 pL d’antioxydant, mais seulement dans la cuve INTERIEURE.

o Faire migrer & 150V pendant 1 heure.

Etapes préliminaires

» Laver la membrane PVDF (la tremper quelques secondes dans du méthanol), puis I'équilibrer
durant 15 min dans du tampon de transfert.

o Remplir F'unité de transfert avec du tampon de transfert réfrigéré.

de transfert

g
6. Réalisation du sandwich

» Dans la cassette de transfert, placer une éponge, du papier Whatman puis la membrane. Quvrir
I'enveloppe des gels, en reftirer les gels et les placer sur la membrane. Recouvrir les gels avec
du papier Whatman, et une deuxiéme éponge. Fermer la cassette de transfert et la placer
dans la cuve de transfert.

7. Transfert des protéines

» Mettre sous tension de 150V durant 1 heure a +4°C. Attention au sens de transfert.

8. Coloration des protéines

* Reprendre la membrane et vérifier le transfert en colorant les protéines liées a la membrane
PVDF au Ponceau S durant 2 min.

» Repérer la position des puits et des marqueurs moléculaires.

» Rincer la membrane avec du TBST jusqu’a disparition de la couleur rouge.

¢ Incuber la membrane dans env. 50 ml de tampon blocage PVDF durant %-1 heure a
température ambiante.

10.

o Diluer le 1er anticorps dans 50 mL de tampon blocage PVDF (1:5000), verser sur la membrane
et incuber 1-2 heures a température ambiante (ou 12-18h a +4°C).
o Laver la membrane 4 fois 5-10 min avec du TBST.

o Diluer le 2e anticorps-AP, (IgG de chévre anti-souris associé a une phosphatase alcaling) dans
50 mL de TBST (1:5000), verser sur la membrane et incuber 0.5-1 heure a température
ambiante.

o L aver la membrane 4 fois 5-10min avec du TBST.

1 » Eliminer 'excédent de liquide avec un Kleenex doux, couvrir la membrane avec une feuille de

 Equilibrer la membrane durant 5 min dans du tampon de luminescence.

« Diluer 100 pl de CDP-Star (50x) dans 5 mL de tampon de luminescence.

o Eliminer 'excédent de liquide sur membrane en I'égouttant.

» Répartir le CDP-Star sur la membrane et incuber 5 min a température ambiante.

film alimentaire.

o Exposer un HyperFiim ECL a la membrane durant 1 min, développer le film. Plusieurs
expositions sont possibles pour optimiser la révélation.
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Document 7 : Extraction d’ADN a partir de biopsies tissulaires

1.1 Prélévement biopsique et lyse enzymatique :
- A partir des tissus, prélever trois biopsies d'une taille d'environ 1 mm3,
- Rincer les biopsies provenant du méme tissu dans un microtube a I'aide d’une solution de lavage.
- Transférer les biopsies dans un microtube contenant le tampon de lyse, fermer le microtube et effectuer la lyse
enzymatique pendant 2 heures & 56 °C ou une nuit a 37°C.

7.2 Extraction du matériel génétique :
- Apres agitation des microtubes préparés lors de I'étape de lyse, prélever 100 pL et les transférer dans un
microtube stérile contenant la solution d’extraction.
- Vortexer pendant 10 secondes et incuber a 95 °C pendant 15 minutes.
- Centrifuger 5 minutes & 8 000 g et & température ambiante.
- Transférer le surnageant dans un second microtube stérile et conserver 'ADN extrait & moins 20°C.

7.3 PCR
On veut amplifier par PCR une séquence cible d'ADN spécifique du mycoplasme de la pneumonie porcine,
séquence d'environ 750 paires de bases ; cet ADN cible posséde la séquence suivante :

5-GAATCCATGGCTAGTCATGCA /700 nucléotides / CATCGATGCTTGCAACGGGCAACC-3’

On dispose au laboratoire des amorces suivantes : de (a1) a (a6).

(al) CTTAGGTACCGGATCA (a4) CCAACGGGCAACGTTA
(a5) GGTTGCCCGTTGCAAG
(a6

) CATCGATGCTTGCAAC

(a2) GAATCCATGGCTAGTC
(a3) GCTTGCAACGGGCAAC

7.4 Résultats des produits PCR

Piste M : marqueurs de masse moléculaire (exprimée en kpb)

Piste 1 : témoin négatif

Piste 2 : témoin positif

Pistes 3a 7 : essais

15 pL des produits de chaque PCR ont migré dans un gel d'agarose a 0,8 %, en tampon TBE (Tris, Borate, EDTA) ;
révélation par le bromure d'éthidium (0,1 %) sous illumination U.V
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