


















































(dATP, dCTP, dGTP, dTTP - Pharmacia) et de 'amorce de transcription - 2,5 pM (Genset)
dans un volume de 20 pl pour 2 pl d’extrait, pendant 15 mn a 42° C. Pour les Rotavirus,
virus a ARN double brin, il est nécessaire de deénaturer I'ARN a Tlaide
d’hydroxyméthyimercure - 10 mM (Serva) pendant 5 mn a température ambiante afin que la
transcription ait lieu.

Puis 30 pl de réactif de PCR contenant la deuxiéme amorce sont ajoutés. Aprés une
dénaturation initiale de 1 mn a 94° C, 40 cycles d’'amplification sont réalisés (Thermocycleur
Perkin-Elmer 9600 ou 2400), a l'aide d'une DNA polymérase - 5 U/réaction (Amplitag DNA
Polymerase - Perkin-Elmer), avec pour chaque cycle une étape de dénaturation de 30 s a
94° C, une hybridation de 30 s & une température spécifique a chaque couple d'amorces, et
une élongation de 30 s a 72° C. Une élongation finale de 3 mn a 72° C est ensuite effectuée.

La liste des amorces utilisées suivant les virus est détaillée par la suite. Il s’agit :
- pour les entérovirus, d'amorces spécifiques du groupe situées dans la région 5’NC
(Kopecka et al. 1993 ; Le Guyader et al., 1994) ;

- pour le virus de I'Hépatite A, d’'amorces situées dans la région codant pour la protéine
de capside VP1 (Le Guyader et al., 1994) ;

- pour les rotavirus, d'amorces spécifiques du groupe A situées sur le géne 9 dans la
région codant pour la protéine de capside VP7 (Dubois et al., 1997) ;

- pour les calicivirus, de six amorces, dont une amorce dégénérée pour la RT, situées
dans la région codant pour la 3D polymérase (Le Guyader et al., 1996) ;

- pour les astrovirus, d’amorces situées dans la région 3'NC (Mitchell et al., 1995).

La révélation est effectuée par électrophorése des produits d’amplification en gel de
polyacrylamide a 9 %, suivie d'une coloration au bromure d'éthidium. La lecture est
effectuée sous UV a l'aide d’un analyseur d'images (Fluor-S Multiimager - Biorad - fig. 4).
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Figure 4 : Produits d’amplification des Astrovirus
T- : témoin négatif

M5 : Marqueur V Boerhinger
141-148 : échantillons

18
































































































ANNEXE
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