Détermination de I'antibiorésistance des salmonelles isolées
6.1. Matériel et méthode

6.1.1. Matériel

Un total de 139 souches de salmonelles isolées au cours de cette étude a été testé avec
16 antibiotiques différents pour la mesure de résistances. Les antibiotiques utilisés sont : AMP
(ampicilline), AMC (amoxicilline + acide clavulanique), CHL (chloramphenicol), SXT
(triméthoprime + sulfaméthoxazole), CEF (céfalotine), CTX (cefotaxime), CAZ (ceftazidime),
SSS (sulfamides), STR (streptomycine), TET (tetracycline), CS (colistine), K (kanamycine),
GM (gentamycine), NA (acide nalidixique), OFX (ofloxacine), ENR (enrofloxacine).

6.1.2. Méthode

La mesure de résistance des souches bactériennes aux antibiotiques ou antibiogramme,
a été effectuée a l'unité CEB (Caractérisation et Epidémiologie Bactérienne) du Laboratoire
d'Etudes et de Recherches sur I'Hygiéne et la Qualité des Aliments (LERHQA) de I'Anses,
Maisons-Alfort. Elle a été réalisée selon la méthode de diffusion en milieu gélosé de Mueller-
Hinton a partir de 16 disques d'antibiotiques (BIORAD), selon les recommandations du CLSI
(CLSI, 2009).

Les antibiotiques testés sont: AMP: (1), AMC: (20/10ug), CHL: (30ug), SXT:
(1,25/23,75ug), CEF: (30pg), CTX: (30png), CAZ: (30ug), SSS: (20Qug), STR: (10 UI),
TET: (30 UI), CS: (5Qug), K: (30 UI), GM: (10 UI), NA: (3Qug), OFX: (5ug), ENR: (5ug).

A partir d’'une culture de souche bactérienne pure de 18 a 24 h solide a 37 °C sur milieu
solide, des suspensions a 0.5 MC Farland sont préparées en sérum physiologique et
écouvillonnées sur des géloses Mueller-Hinton. Seize disques d’antibiotiques sont apposés sur
chaque gélose Mueller-Hinton. La lecture s'est effectuée 18 a 20 h apres incubation a 37°C.

Les mesures des diametres des zones d'inhibition ont été réalisées par un automate de
lecture, OSIRIS system (BIORAD), puis les résultats sont interprétés selon les
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2011).
Escherichia colIATCC 25922 a été utilisée comme souche contrdle qualité.

6.2. Résultats

6.2.1. Antibiorésistance des isolats de salmonelles

Parmi les 139 souches 8almonellaisolées de 16 fermes avicoles et de 5 hopitaux, la
majorité était sensible a tous les 16 différents antibiotiques testés (Standards CLSI), excepté
guelques sérotypes qui étaient diversement résistants. Il s'agissait de certaines souches issues
des fermes avicoles doBSalmonellaColindale qui présentaient une sensibilité diminuée aux
quinolones et fluoroquinolones (NA, OFX, ENREalmonella Limete résistante a 3
antibiotiques (SXT, SSS, TET)SalmonellaMinnesota résistant a 5 classes différentes
d’antimicrobiens (AMP, CHL, SXT, SSS, STR, TET) et de 2 isolatS.dmteritidis d’origine
humaine, résistant aussi aux fluoroquinolones (NA, OFX, CIP) (Tableau 32).
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Tableau 32: Profils d’antibiorésistance des souches de sadffemisolées des fermes avicoles
et hopitaux de N'Djamena.

Nombre d'isolats

Sérovars Résistance aux antimicrobiens
Testés Résistants Origines

Salmonella Colindale 16 12 Aviaire NAL', OFX*, ENR*

Salmonella Limete 1 1 Aviaire SXT, SSS, TET

Salmonella Minnesota 15 15 Aviaire AMP, CHL, SXT, SSS, STR, TET

Salmonella Enteritidis 2 2 Humaine NA, OFX, CIP

1= sensibilité diminuée. NB : tous les autres isote salmonelles sont multi-sensibles

NAL: acide nalidixique, OFX: ofloxacine, ENR: enimfacine, CIP: ciprofloxacine, SXT: trimethoprime-
sulfamethoxazole, SSS: Sulfonamide, TET: tétrangcliAMP: ampicilline, CHL: chloramphénicole, STR:
streptomycine.

6.2.2. Séquencage du gene codant la MR observéezBa monella Minnesota

Le séquencage a été réalisé par la sociéeté EurbfiNé Operon(Eurofins MWG
GmbH, Anzinger Str. 7a/ D-85560 Ebersberg, Germa@Qyptre paires d’amorces différentes
ont été utilisées pour le séquencage complet da gedant la multi-résistance observée chez
S. Minnesota. Il s'agissait des amorc&aGCATCCAAGCAGCAAGC (segment conservé, 5'-
CS-Intl), AAGCAGACTTGACCTGAT (3-CS-Intl) et GACATCATTCCGTGGGTTA (T-531-
Fw), TGGCACAGCGGATCGCAAAC(T-531-Rv). Les deux premiéres amorces sont celles
s’hybrident dans les segments conservés des imggans le sens 5’ — 3’ et les deux suivantes
sont les amorces qui ont été nécessaires poumerie séquencage dans les deux sens.

L’analyse des différentes séquences a permis dderédeux géenes cassettes codant la
résistance aux aminoglycosides (streptomyciney étimethoprime figure n°10) localisés au
niveau d’'une des parties variables de l'intégrowcldsse 1.

Partie variable
5'CS A\ 3'CS
”~ ™~

intl1 gacEAl sull
I

%%@Q%@%%@@%%%@@dAZ

@%M@@%M@%%M@@

Mww,@ @M%@@M@@@

----------------------*
Séquencé dans les deux se ns

Figure 10: Diagramme schématique de la partie variable’idgégron de classe 1 montrant les deux genes
cassettesdfrAl etaadA2) et les 2 segments conservés (5'-CS et 3'-CS)
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6.3. Discussion

Notre étude a montré que la majorité des souch&abheonellaisolées était sensible
a toute la gamme d’antibiotiques testée. Dans Bs@&. Colindale ne semblait porter de
résistance acquise (Dioeéal, 2011). Mais au cours de cette derniére décennigsolat a été
décrit en 2008, portant le géw@rBl codant la sensibilité diminuée aux fluoroquinokne
associé a une résistance a I'ampicilline et autagfime (Murrayet al.,2008). Cette proportion
non négligeable d’isolats dgalmonellaColindale d’origine aviaire, présentant une ré@sise
aux fluoroquinolones, en particulier a l'acide dadique, ne faisait que compléter
'augmentation croissante des résistances bacté&sea cette molécule, observée au cours de

ces dernieres années (Aarestetipl. 2003 ; Giraucket al, 2006).

Les isolats deSalmonellaMinnesota étaient quant a eux, multi-résistantarapicilline, au
chloramphénicol, au triméthoprime, aux sulfamides streptomycine et a la tétracycline. A
notre connaissance, aucune étude antérieure n@vaire rapporté cette multi-résistancesde
Minnesota. Ce phénotype de multi-résistance obsepoudraitt étre attribué a des genes
localisés dans une structure génomique particub@reeléeSalmonellaGénomique Island 1
(SGI1). Cette structure est souvent associée aréistances multiples aux antimicrobiens
rencontrées chez certains lysotypesSddyphimurium et chez quelques bactéries a Gram
négatif (Mulveyet al., 2006). Le séquencage d’'une partie de cet intégrparmis de révéler
deux geénes cassettes localisés au niveau de i@ partable de I'intégron de classe 1. La
premiére cassette est identifiée par le g#fin&l (dihydrofolate réductase de type Al) codant
la résistance au trimethoprime et la deuxieme taspar le gén@aadA2 (aminoglycosides-
adenyltransférase de type A2) codant la résistangeaminoglycosides. Ces deux gedffal
etaadA2 codant respectivement pour la résistance alethaprime et a la streptomycine, sont
assez fréquents chez de nombreuses salmonellesgimbsr humaine, animale et
environnementale (An Vet al.,2006 ; Cheret al, 2004 ; Michaekt al, 2006 : Randalét al.,
2004). C’est aussi le cas dgalmonellaLimete qui était résistant aux sulfamides, au
triméthoprime et a la tétracycline. Les 2 isolagésSalmonellaEnteritidis d’origine humaine
étaient quant a eux, résistants a I'acide nalidigjcp I'ofloxacine et a la ciprofloxacine. La
résistance a bas niveau 8almonellaEnteritidis aux fluoroquinolones n’est pas nouwell
Plusieurs études menées dans de nombreux paysoont queSalmonellaEnteritidis, isolée
chez les animaux comme chez les humains, préseesitésistances de plus en plus accrues
aux antimicrobiens de la famille des fluoroquin@sr(Aarestruget al.,2003 ; Cheunget al,
2005 ; Hopkinset al, 2005). En effet, il est certain que dans de newnnbcas, la salmonellose
est une infection a guérison spontanée. Cependans, des situations assez graves le recours
aux antibiotiques est recommandé pour la guérigsnnablades. Le traitement habituel repose
sur les béta-lactamines (ampicilline) ou les fluproolones (ciprofloxacine) ou encore sur
I'association sulfamides + trimethoprime communénagpelée cotrimoxazole.

Au cours de notre présente étude, nous n‘avonggtasté beaucoup de résistances parmi nos
isolats. Cependant, la question de résistanceleBesalmonelles demeure toujours un enjeu de
santé publique, car elle affecte assez souventrdgements de base contre la salmonellose
invasive. Il n‘existe pas de systeme de sécurit@algoau Tchad. L’assurance maladie n’existe
pas et les dépenses de santé sont a la chargeatfetes Les prélevements bactériologiques et
antibiogrammes ne sont pas pratiqués. Les fluonodpmes et les céphalosporines de
troisieme génération sont devenues aujourd’huiasesiotiques de premier choix pour le
traitement des salmonelloses. Il est donc indisggdasque leur prescription et leur utilisation
soient réglementées pour prévenir une sélectionsdashes résistantes a ces antibiotiques
comme c’est le cas dans de nombreux pays (Hogkiak 2005 ; Wiuffet al, 2000).
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7. Caractérisation moléculaire des salmonelles iszds

7.1. Généralités

Plusieurs méthodes génotypiques sont utilisées swveres pour évaluer et déterminer
la contribution des bactéries pathogénes, d'origidizerses, aux infections humaines. Les
méthodes moléculaires de typage de souches baxtésieonstituent actuellement un moyen
épidémiologique important pour la déterminatiorpdéentielles sources d’infections. En effet,
la distribution des souches typiques 8Salmonellacirculant parmi les différentes especes
animales offre une information précieuse pour lanpa@hension épidémiologique de la
résistance bactérienne et de la dissémination < particuliers dans I'environnement.
Dans cette étude, nous avons utilisé les méthodpslées IS-PCR (Insertion Sequence-
Polymerase Chain Reaction), ERIC-PCR (Enterobatt&epetitive Intergenic Consensus-
Polymerase Chain Reaction) et PFGE (Pulsed FielE(@etrophoresis) ou pulsotypage, dans
le but d’'une part d’'indiquer I'existence d’'une disi¥¢ de clones au sein du ge@a@&monella
et d’autre part, de proposer une analyse plus dimeces clones pouvant appartenir a des
groupes phylogénétiquement proches ou éloignés’igentifier les possibles sources et
réservoirs d'infections dues a salmonelles dandleade N’'Djamena.

7.2. Matériel et méthodes

7.2.1. Matériel

Nous avons mené l'analyse sur I'ensemble des 4érelifts sérotypes isolés au cours
des deux campagnes de collectes dans les 16 fexoetes et les 5 hdpitaux de N'Djamena.

7.2.2. Méthodes
7.2.2.1. La PCR
7.2.2.1.1. Extraction de I'ADN par la methode d’ébllition

Aprées une culture de nuit de la souche bactérietams 5 mL de BHI a 37°C, nous
avons prélevé 1,5 mL de cet inoculum dans un tumeeBdorff de 2 mL que nous avons
centrifugé a 12000 tr/min pendant 10 min. Le sueaaf) a été éliminé et le précipité re-
suspendu dans 100 uL d'eau ultra pure stéril@utere-centrifugé a 12000 tr/min pendant 10
min. Le surnageant a été encore éliminé une sedoigjeuis le précipité dissout dans 100 pL
d'eau ultra pure stérile. Cette derniere susperssigtié portée a ébullition pendant 10 min, puis
centrifugée a 12000 tr/min pendant 10 min (pouraegpl’ADN des autres constituants de la
bactérie). Nous avons prélevé délicatement 60 psudnageant dans un autre tube Eppendorf,
gue nous avons aliquoté en 2 fois 30 pL, dansudesstPCR de 0,5 pL, et conservé a -20° C
jusqu'a utilisation.

7.2.2.1.2. Principe de la PCR
La PCR (Polymerisation Chain Reaction) repose sug amplification d’extraits
d’ADN par la Taq polymérase, en présence d’'amospegifiques et de nucléotides (dNTP).

L’amplification permet d’obtenir en un nombre télevé de copies d’'une séquence particuliere
d’ADN. La polymérisation se réalise dans un mélargetionnel contenant :

* De faibles quantités d’extraits d’ADN possédargdguence a amplifier ;
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* Les deux amorces nucléotidiqgues complémentairesrpsidrent la cible & amplifier ;
» La Taqg polymérase et un mélange des quatre dANTPRJATTP, dCTP et dGTP).

Elle débute par une étape de dénaturation therndgu@&DN & amplifier, suivie d’'une
hybridation des séquences oligonucléotidiques cémehtaires ou amorces aux extrémités 3’
des deux brins du fragment d’ADN matrice. L'allongent des amorces dans le sens 3’
est ensuite assuré par la Taq polymérase. Les utetedilles d’ADN ainsi formées sont
dénaturées de nouveau, et un autre cycle peut reeoger. La réaction se répéte ainsi
plusieurs fois et cela en fonction du programme P@Rlablement défini et enregistré ou non
dans le thermocycleur.

7.2.2.1.3. ERIC-PCR et IS - PCR
7.2.2.1.3.1. ERIC - PCR

C'est une PCR dont les profils permettent d’'indidiexistence d’une diversité au sein
du genre ou clone bactérien. Dans cette PCR, igisn® d’ADN génomique a amplifier
correspondent a des séquences hautement répétéessetvées dans le génome bactérien.
Elle permet d'une part de rendre compte de la dispe des séquences d’ADN
caractéristiques de chaque souche bactérienn@etredpart de proposer une analyse plus fine
du génome bactérien appartenant a des groupesgeimgtoquement proches ou €éloignés.

Les séquences d'unités ERIC (Enterobacterial Rpetiintergenic Consensus),
également connues comme des unités intergénigpétes sont présentes en plusieurs copies
au sein du génome @&almonelladeE. coli et d’autres entérobactéries. Ces éléments, loags d
126 pb sont trés bien conservés au niveau nucigoédLa position de ces éléments dans le
génome des entérobactéries varient selon les esgégaeeut étre utilisée comme marqueur
génétique pour caractériser les isolats des espwmegriennes (Hultoet al, 1991). Les
séquences des deux amorces oligonucléotidiquéseesl sont:

ERIC 1R: 5 ATG-TAA-GCT-CCT-GGG-GAT-TCA-C 3’
ERIC 2: 5" AAG-TAA-GTG-ACT-GGG-GTG-AGC-G 3’

Le mélange réactionnel ou mix de I'Eric pcr, conmamat les volumes nécessaires a la
réaction a été réalisé avec une paire d'amorc@&CHR et ERIC 2. Chaque volume de 25 uL
pour une réaction pcr, était composé de 2,5 puLatapbn 10X (MgGJ), de 0,5 uL de dNTP
(10 mM), de 0,2 pL de Tag DNA polymerase (5 U'jilde 0,25 pL d’amorce ERIC 1R (50
uM), de 0,25 pL d’amorce ERIC 2 (50 uM), de 2,5qléxtraits d’ADN et de 18,8 pL d’eau
ultra pure stérile pour ajuster le volume final.

L’amplification a été ensuite réalisée dans unriwaycleur (Courtaboeuf, France), de
type Perkin EImer 9700 d’aprés le programme suivane pré-dénaturation & 94° C pendant 3
min, une hybridation a 48° C pendant 1 min et Unagation a 72° C pendant 4 min, suivi de
35 cycles de dénaturation & 94° C pendant 1 mimybdidation a 51° C pendant 1 min et
d’élongation a 72° C pendant 4 min puis une deenpdrase de dénaturation a 94° C pendant 1
min, d’hybridation a 51° C pendant 1 min et unengktion finale a 72° C pendant 10 min.

Apres 'amplification, la migration des produits R@ été réalisée sur le gel d’agarose
a 2% (Sigma-Aldrich) dans une cuve d’électrophomsgenant du TBE 1X a 120 V pendant
2 h 30 min. Le gel a été ensuite coloré au BET e d’éthidium) pendant 45 min et
visualisé sous UV (260 nm) a I'aide d’'un appareilgpoid pour la capture d’'image.
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7.2.2.1.3.2.1S-PCR

Les différents isolats ont été également caraéwnimr I'lS (Insertion Sequence) PCR.
Il s'agit pour ce type de PCR, d'amplifier les segta qui se trouve entre les genes, en utilisant
pour chacun, un couple d'amorce défini ciblant sfegiences connues et répétées du génome
des bactéries. On obtient ainsi des profils spe#s de chaque souche, selon I'emplacement et
le nombre de copies de ces séquences au sein dmgdractérien (Millemanet al, 2000).

Les séquences des deux amorces oligonucléotididilisges sont:

IS 1R: 5" AGGCGCATCTGAAAAACCTCGG &
IS 2: 5" CGGAACCCCCAGCCTAGCTGGG 3

Le mix de I'lS-pcr a été realisé avec une pairemeces : IS 1R et IS 2. Chaque
volume de 25 pL pour une réaction IS-pcr, était posé de 2,5 pL d’extraits d’ADN, de 2,5
puL de Tampon 10X (MgG), de 0,5 uL de dNTP (10 mM), de 4 pL d’amorce FS5(b uM),
de 4 pL d’amorce IS 2 (5 pM), de 0,2 pL de Taq Dplymerase (5 U pt) et de 11,3 pL
d’eau ultra pure stérile pour ajuster le volumelfin

L’amplification a été ensuite réalisée dans unmttuaycleur (Courtaboeuf, France) de
type Perkin ElImer 9700 d’apres le programme suivane pre-dénaturation a 94° C pendant 3
min, une hybridation a 52° C pendant 1 min et Uoagation a 72° C pendant 4 min, suivi de
45 cycles de dénaturation a 94° C pendant 1 mimyhdidation a 53° C pendant 1 min et
d’élongation a 72° C pendant 4 min puis une deenpdrase de dénaturation a 94° C pendant 1
min, d’hybridation a 53° C pendant 1 min et unenghtion finale a 72° C pendant 20 min.

Apres I'amplification, la migration des produits-p8r a éte réalisée sur le gel d’'agarose
a 2% (Sigma-Aldrich) dans une cuve d’électrophoEsgenant du TBE 1X a 120 V pendant
3 h. le gel a été ensuite coloré au BET pendamhi®Oet visualisé sous UV (260 nm) a l'aide
d’'un appareil polaroid pour la capture d'image.
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7.2.2.2. Electrophorése en champ pulsé (pulsotypgge
7.2.2.2.1. Principe du pulsotypage

La technique utilisée est basée sur I'analyse ABN total qui est un marqueur tres
stable. Initialement, l'utilisation d’enzymes destréction a haute fréquence de coupure rendait
I'interprétation complexe, du fait de la présentenchombre élevé de fragments sur le gel. Le
recours a des enzymes de restriction a faible &écgi de coupure a permis de diminuer le
nombre de fragments. Cependant, ces fragmentsietEeplus haut poids moléculaire et dans
un gel classique, de telles molécules avaient uokilité restreinte et n’avaient donc pas la
possibilité d’étre séparées.

En 1984, apparait un nouveau concept de sépadamomolécules d’ADN supérieure a
50 Kb. Celui-ci a été proposé par Schwartz et Gai@84). Il s’agissait d’utiliser des champs
électrigues activés alternativement (champs pulsésite technologie permet de séparer des
molécules d’ADN variant de quelques Kb a environMB. Le protocole utilisé pour cette
étude est celui décrit par Petetsal. (2003). Ce dernier a été adapté a partir d'uropobé
défini pour Escherichiacoli par le CDC (Center for Diseases Control) @#Ata, Etats Unis
d'’Amérique. Un protocole standardisé a égalemedtpéblié par Ribotet al. (2006). I
comporte trois grandes étapes :

7.2.2.2.2. Extraction de 'ADN

Au préalable a l'extraction de I'ADN, il est nécags de mettre en culture les
bactéries. Un premier ensemencement est réalis§édose Drigalski (Bio Merieux, Marcy
I'Etoile, France), afin de vérifier la pureté desiches. Une colonie de cette gélose est ensuite
repiquée sur une gélose de TSAYE (Oxoid Basingstdkenpshire, England). A partir de ces
boites, une suspension bactérienne est réalis&eutdatampon CSB (Cell Suspension Buffer).
Cette suspension est alors incubée quelques miauéesde la protéinase K, afin d’améliorer
I'étape de lyse en dégradant les protéines. L'us ddtéres important du protocole est
I'obtention d’'un ADN purifié. Il ne doit subir aune dégradation c’est a dire aucune coupure
physique ou enzymatique.

Pour ce faire, TADN est emprisonné dans des pbtiss d’agarose (plugs) afin de le
protéger pour les étapes suivantes. Les plugs alorg incubés dans une solution de lyse
contenant de la protéinase K. L’adjonction d’'unedgent (le SDS) au moment de l'inclusion
du matériel génétique dans l'agarose permet deidéfi la membrane bactérienne et de
renforcer I'étape de la lyse. Les plugs sont enfinés plusieurs fois a I'eau puis au TE (Tris-
Ethylene Diamine Tétra-acétique Acide) puis stocké®’ C ou utilisés directement pour la
digestion enzymatique.

7.2.2.2.3. Digestion enzymatique

Le choix des enzymes de restriction est impor&int,se porte sur celles ayant des sites
de restriction rares sur le chromosome bactéritbes Bermettent de couper le chromosome en
10 a 20 fragments de grandes tailles, qui seras aéparés par I'électrophorése en champ
pulsé. Différents facteurs entrent en jeu pouhl@ixdes enzymes. Le pourcentage en guanine
et cytosine (GC %) du génome bactérien a analysteimgortant a prendre en compte. Un
ADN avec un faible pourcentage sera coupé en uhmmhbre de fragments, si on utilise des
enzymes reconnaissant des sites riches en guaneyosine. L'utilisation d’enzymes de ce
type permettra, sur des séquences riches en adénitteymine, d’obtenir un nombre de
fragments limite.
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Pour la méme raison, l'utilisation d’enzymes ayedat sites de restriction riches en
adénine et thymine, telles quipe ou Xba seront préconisées chez les bactéries a Gram
négatif dont le chromosome est riche en guanineytsine.Xba est d’ailleurs I'enzyme
majoritairement utilisée pour le pulsotypage ddsenelles, notamment dans notre travalil.
Les plugs sont mis a incuber dans une solutionecamit I'enzyme choisie au bain-marie, a la
température optimale d’action de I'enzyme (37° @Qrpbal). La digestion dure au minimum
4 heures mais elle peut étre réalisée sur une nuit.

7.2.2.2.4. Séparation électrophorétique

Une fois la digestion terminée, les plugs sontriégsé&ans un gel d’agarose. Ce dernier
est ensuite déposé dans une cuve a électropharédeamp pulsé (CHEF-DR lll, Bio-Rad,
Marnes La-Coquette, France) dont le générateurpesjrammeé pour la séparation des
fragments d’ADN (Figure 11). L'électrophorése demviron 20 heures. Différents facteurs
interviennent dans la séparation des fragments MNADrs de I'électrophorése. La
concentration en agarose est notamment un paragssteatiel. Les fragments d’ADN migrent
d’autant plus loin que les concentrations d’agarsget plus faibles. La concentration est
choisie en fonction de la taille des fragments@asgr. Pour des fragments de grandes tailles
(usqu'a 3 Mb), il est préferable d'utiliser unebig concentration d’agarose. Les gels sont
Classiquement a 1 %, pour permettre une bonneseitde migration ainsi qu’'une bonne
résolution tout en limitant I'éventuelle fragilit& gel.

La température du tampon d’électrophorese a égaledes effets importants sur la
mobilité de 'ADN, en particulier lorsque la migiat s’effectue a fort voltage pendant 20-24
heures. Une augmentation de la température augri@ntebilité de I’ADN, mais diminue la
résolution des profils. Le maintien d'une tempématentre 12 et 16°C est nécessaire pendant
toute la durée de I'électrophorése, pour obtenibaim compromis entre durée et résolution. Il
faut donc adjoindre un dispositif de refroidissemmdra température utilisée est, le plus
couramment, de 14° C. Enfin, les cinétiques degbiais doivent étre optimisées pour chaque
espece et pour chaque enzyme, afin d’obtenir uparaton adéquate. La durée des phases de
pulsation (correspondant aux inversions alternaticorientation du champ électrique)
augmente, au cours de I'électrophorese. Les plassgnilsations de faibles durées en début
d’électrophorése vont favoriser la séparation adagnfients de petites tailles, alors que les
phases de longues durées en fin de migration, pennettre une bonne séparation des
fragments de grandes tailles (Grattard, 2000).

s . — —= | ___’!' E — —— = 0}
S e ; s
p — e — o
= =2
= — 8
= - 3 5]
(O =
- - -~
= |
=)
Refroidisseur Cuve a électrophorese

Figure 11 : Photo du systeme d’électrophorése en charsg,gfQHEF DR Il

A la fin de la migration, le gel est enlevé de lave et mis a colorer dans une solution
de BET (bromure d’éthidium), agent intercalant fescent sous lumiere ultraviolette, pendant
30 minutes puis rincé 30 minutes a I'eau ultra pawvant la lecture. Le gel est photographié
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