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RESUME

L’objectif de ce projet de recherche débuté en 2005 était d’optimiser une nouvelle
méthode moléculaire capable d’identifier les sources de pollution fécale humaine et animale
dans I’eau. A I’opposé de nombreuses approches déja expérimentées qui détectent des
microorganismes indicateurs ou des virus et des protozoaires associés a certaines espéces, la
méthode proposée ici cible un marqueur génétique des cellules humaines et animales excrété
via les féces. L’ADN mitochondrial a été choisi comme cible compte tenu des différents
avantages qu’il posséde: sa présence en plusieurs copies dans la cellule, sa structure
circulaire, sa durée de vie, etc. Pour ce faire, un protocole d'amplification par PCR et PCR
interne a été élaboré avec des amorces ciblant spécifiquement les ADNs mitochondriaux
humain, ovin, bovin, porcin et de poulet. Ces amorces spécifiques ont ensuite été testées avec
les ADNs extraits d’eaux usées provenant de la station d’épuration de Fabreville, de la
station d’épuration d’ Auteuil ainsi sur les eaux des riviéres de I’ Assomption et des Mille-iles.
Le protocole d'échantillonnage a été simplifié en passant par une étape de filtration suivie
d’une extraction rapide de I'ADN total par broyage avec des billes de verre. La contamination
fécale de I’eau a été déterminée dans certaines riviéres et plusieurs espéces ont été détectées
dans les échantillons d’eaux usées. Il a été démontré que le PCR interne est capable de
détecter plus d’espéces que le PCR simple. Des amorces universelles ont aussi été
développées pour cibler les cinq espéces en méme temps. Ces amorces ont permis en une
seule réaction de PCR d'amplifier I'ADN mitochondrial présent dans I'eau. La discrimination
des especes a été faite par des expériences de dot blot. Pour ce faire, des oligonucleotides
spécifiques a chaque espéce ont été fixés sur des membranes de nylon. Le produit de PCR
(préalablement marqué) a servi de sonde pour une hybridation avec ces oligonucléotides.
Une analyse comparative entre la technique dot blot et celle du PCR avec amorces
spécifiques a révélé les mémes résultats sur les échantillons d'eau. En conclusion, cette
méthode est simple, rapide, fiable et efficace pour identifier la source de la contamination

fécale dans ’eau.

Etudiante Directeur de recherche
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INTRODUCTION

La qualité¢ microbiologique de I’eau des rivieres ou souterraine, sources d’eau
potable, est affectée par I’introduction de microorganismes via les féces suite a des
déversements d'eaux usées non traitées. Méme si I’eau est traitée, il est possible que des
microorganismes pathogénes survivent. Grace aux progres rapides réalisés par la recherche
microbiologique et biotechnologique, diverses méthodes ont été développées pour détecter
les microorganismes pathogénes et déterminer leurs sources. Certaines ont été mises au point
et d’autres sont également a ’étude. La plupart des méthodes utilisées détectent la présence
de microorganismes indicateurs tels les coliformes thermotolérants pour déterminer le degré
de contamination fécale dans I'eau. Ces méthodes ne permettent pas toutefois de distinguer si
la source de la contamination est d’origine humaine ou animale.

Une des fagons de protéger la qualité d’eau serait donc de trouver les outils
nécessaires et les méthodes efficaces pour prévoir et détecter les sources de contamination
afin, de les traiter. Le but de ce projet de recherche débuté en 2005 (Martellini et al., 2005)
était d’optimiser une nouvelle méthode moléculaire capable d’identifier les sources de
pollution fécale humaine et animale dans I’eau. Cette méthode est basée sur la détection de
’ADN mitochondrial de chacune des especes suivantes : I’humain, le mouton, le beeuf, le
porc et le poulet. Plus spécifiquement, les objectifs étaient de concevoir des amorces
spécifiques pour chaque espéce pour le PCR et le PCR interne, de déterminer leur spécificité,
d’appliquer une nouvelle méthode d’extraction rapide, d’évaluer la sensibilité du PCR, de
concevoir des amorces universelles communes aux cing espéces, d’élaborer des
oligonucléotides spécifiques a chaque espece pour la technique hybridation ADN-ADN (dot
blot), de viser toutes les cing espéces en méme temps et de détecter les marqueurs dans des
échantillons d’eau.

Pour atteindre ces objectifs, différentes expériences ont dii étre réalisées. 1] a d’abord
fallu aligner des séquences nucléotidiques et sélectionner les amorces les plus spécifiques a
chaque espéce avant de les tester avec I’ADN extrait de tissus animaux. Puis, il a fallu
simplifier le protocole d'échantillonnage en passant par une étape de filtration suivie d’une

extraction rapide de I'ADN total par broyage avec des billes de verre. Le protocole



d'amplification par PCR et PCR interne a dii étre élaboré. Ensuite, les amorces spécifiques
ont dii étre testées avec I’ADN extrait d’eaux usées provenant de certaines stations
d’épuration (Favreville et Auteuil) et d’eaux de riviéres (I’ Assomption et des Mille-iles). La
détection des marqueurs, les tests de sensibilité avec les amorces spécifiques et I’évaluation
de la durée de vie des marqueurs ont été faits.

Ensuite, il a fallu développer des amorces pour cibler les cinq espéces en méme
temps. Puis, il a fallu tester ces amorces avec des ADNs spécifiques a chaque espéce avant de
les tester sur les échantillons d’eaux usées et d’eaux de riviéres. La discrimination des
especes a dii étre faite par expérience de dot blot. Pour ce faire, des oligonucléotides
spécifiques a chaque espéce ont dii étre élaborés avant d’étre fixés sur des membranes de
nylon. Le produit PCR contenant les amorces universelles (préalablement marqué) a servi de
sonde pour une hybridation avec ces oligonucléotides. Par la suite, il a fallu faire des
hybridations avec les sondes comprenant I’ADN spécifique de chaque espéce pour
investiguer la présence des réactions croisées. Finalement, ces deux méthodes ont servi a
détecter les différentes sources de contamination fécale dans les échantillons d’eau provenant

d’eaux usées et d’eau de riviére.



CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Différentes sources de contamination de eau

Il est important d’identifier la source de la contamination de I’eau et d’apporter les
correctifs appropriés. La source de contamination peut €tre «locale» ou la provenance des
contaminants est connue; par exemple, les contaminations peuvent étre causées par I’eau
usée sortant des stations d’épuration, les débordements d’égouts lors d’orages, les
exploitations des mines souterraines, les milieux d’enfouissement des déchets, etc (Ritter er
al., 2002). Dans la plupart des cas, la contamination de ’eau peut étre «diffuse» ou non
localisée. Dans ce cas il est beaucoup plus difficile de définir Iorigine de la contamination.
Les épandage de fumier ou autres activités générant de la contamination fécale, les
infiltrations de surfaces (pesticides, engrais chimiques et organiques, etc), les installations
septiques défectueuses, les déjections des animaux sauvages, les rejets illégaux des déchets et
les débordements d’eau jumelés aux déversements et aux dérivations aux stations d’épuration

peuvent altérer grandement la qualité des eaux de surfaces (Simpson ef al., 2002).

1.2 Indicateurs d’une contamination fécale

La détermination des sources de contamination fécale dans les eaux des riviéres, dans
les eaux de baignade, dans I'eau du robinet est particuliérement importante en santé publique.
Certains types de microorganismes pathogénes sont une menace a la qualité de I'eau potable
et sont responsables de maladies d'origine hydrique. La mise au point de méthodes
scientifiques afin de déterminer les sources de contamination fécale dans les écosystémes
aquatiques est donc nécessaire. Bien qu’il n’existe pas encore une méthode de détection
idéale, plusieurs études essaient d’améliorer leurs protocoles. Certaines méthodes se basent
sur la détection d‘indicateurs de contamination fécale (Stewart er al., 2007). 11 s’agit
d’organismes dont la présence traduit I’état de I’eau (OCED, 2003; Bitton, 1999).

L’indicateur idéal devrait avoir plusieurs caractéristiques : il devrait faire partie de la
microflore intestinale des animaux ; il devrait étre présent en méme temps que les bactéries
pathogénes et étre plus nombreux qu’elles; il ne devrait pas présenter un danger pour |’étre

humain; il devrait étre au moins aussi résistant aux stress environnementaux et i la



désinfection que les bactéries pathogénes; il ne devrait pas pouvoir se multiplier dans
environnement ; il devrait étre facilement et rapidement détectable par des méthodes peu

coliteuses; et finalement, il devrait étre facile a isoler, identifier et énumérer (Bitton, 1999).

1.2.1  Les coliformes totaux

De nombreux indicateurs ont été développés au cours des années et les coliformes
totaux sont les premiers & avoir été utilisés. Les coliformes totaux qui appartiennent a la
famille des Entérobactériacées sont des bactéries bacilliformes, non sporulantes, Gram
négatif, aérobies et anaérobies facultatives. Les coliformes totaux contiennent diverses
especes des genres Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, et Citrobacter (Stewart ef al.,
2007). Des membres de ces groupes sont naturellement présents dans l'environnement, tandis
que d’autres s’y retrouvent suite 4 une contamination fécale. Les coliformes totaux sont
capables de fermenter le lactose dans les 48 heures a 35°C avec production du gaz. Ils sont
capables de former des colonies rouges a reflets métalliques (or) dans les 24 heures a 35 °C
dans un milieu de type Endo contenant du lactose (Stewart et al., 2007).

Différentes méthodes sont utilisées pour détecter ces coliformes totaux: la méthode
présence-absence, la filtration sur membrane et la fermentation multitube. Ces trois méthodes
reposent sur la culture. Certains milieux de culture contiennent des substrats pour les
enzymes bactériennes, comme l'enzyme PB-galactosidase, destinés a détecter et & confirmer
spécifiquement la présence de coliformes totaux en une seule étape (Hurst er al., 2007; Ley er
al., 1988). A noter que toutes les bactéries qui contiennent l'enzyme B-galactosidase
appartiennent au groupe des coliformes totaux. L'activité de la p-galactosidase hydrolyse un
substrat chromogeéne, par exemple l'ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG), pour
produire de l'ortho-nitrophénol, qui fait virer la couleur du milieu au jaune indiquant alors
donc la présence de coliformes totaux (Bitton, 1999 ; Edberg er al., 1988 ; Edberg ef al.,
1989). D autres milieux indicateurs de la présence de coliformes totaux utilisent le bouillon
de lauryl tryptose et les milieux M-Endo ou LES Endo. L’utilisation de tels milieux a base de
lactose pour le test présence-absence ou la méthode fermentation multitube, permet la
formation d'acide ou de gaz aprés 24 heures a 35 °C lorsque le résultat est positif (Bitton,
1999).



La technique de filtration sur membrane est une méthode quantitative fondée sur des
membranes filtrantes dont les pores peuvent retenir les microorganismes cibles (Clesceri ef
al., 1998). Le filtre contenant ces microorganismes sera transféré sur un milieu de croissance
pour Iidentification et la quantification.

Dans la méthode de fermentation multitube, l'eau a analyser est diluée avant d’étre
distribuée et incubée dans des tubes contenant les milieux appropriés (en présence de
substrats pour l'enzyme B-galactosidase). La présence de coliformes totaux est confirmée au
moyen d'un bouillon lactosé bilié au vert brillant et la formation de gaz dans les 48 heures a
une température de 35°C. Les résultats sont exprimés sous forme de nombre le plus probable
(NPP). Pour la détermination du NPP, des plaques a cupules contenant un milieu spécifique
et les substrats pour I'enzyme B-galactosidase sont utilisées. L’eau sera ajoutée a la plaque et
les cupules qui contiennent des coliformes totaux subiront un changement de couleur
spécifique. Le nombre de cupules positives est alors utilisé pour calculer le NPP (Bitton,
1999 ; Prescott, Harley et Klein, 1995). La technique de fermentation multitube est plus
difficile a appliquer et produit des résultats moins rapidement que la technique de filtration
sur membrane. Elle est considérée comme une méthode comparative et est plus utilisée
lorsque les conditions ne permettent pas d'utiliser la technique filtration sur membrane, par
exemple, en présence d'eau trouble, colorée ou trés contaminée (Clesceri ef al., 1998).

Les coliformes fécaux ou thermotolérants sont de bons indicateurs de contamination
fécale. Ce sont tous les coliformes pouvant fermenter le lactose a 44.5°C (Bitton, 1999). E.
coli peut a elle seule constituer un indicateur de pollution fécale (Stewart ef al., 2007). E coli
fait partie des bactéries de la flore intestinale de 1’étre humain et des animaux. Certaines de
ces souches sont pathogénes. Dans tous les cas, leur présence dans l'eau témoigne d'une
contamination fécale, et donc d'un risque de propagation de germes transmissibles par voie
orale-fécale. (Stewart ef al., 2007).

Plusieurs méthodes sont aussi utilisées pour détecter 2 la fois les coliformes totaux et
E. coli dans I’eau contaminée. La méthode Colilert est la plus utilisée. L’échantillon a
analyser sera mélangé avec le milieu de culture Colilert pour ensuite étre incubé pendant 24
heures a 35°C. Le milieu de culture Colilert contient de ’'ONPG (ortho-nitrophényl-B-D-
galactopyranoside) et du MUG (4-méthylumbélliféryl-B-D-glucoronide). Lorsque des

coliformes totaux sont présents dans I’échantillon, ’ONPG est utilisé par I’enzyme B-D-



galactosidase et la couleur jaune apparait. Lorsque E. coli est présent dans I’échantillon, le
MUG est utilisé par I’enzyme B-D-glucoronidase et une fluorescence bleue apparait lorsque
le milieu est mis sous U.V. Certaines bactéries qui ne sont pas des coliformes totaux ou E,
coli peuvent aussi utiliser I’'ONPG ou le MUG, mais le milieu de culture Colilert contient des
inhibiteurs qui empéchent leur croissance. Il est a noter que cette méthode sert a détecter le E.
coli mais ne permet pas de détecter et d’identifier les souches pathogeénes de E. coli,
notamment la bactérie E. coli Q157:H7 ou la B-D-glucoronidase est absente (Bitton, 1999;
Clesceri et al., 1998; Harwood, 2007).

1.2.2  Les bactéries Bifidobacterium

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont aussi des indicateurs prometteurs de
contamination fécale. Ce genre est prédominant dans la flore intestinale de la plupart des
espéces animales ainsi que chez I’humain (Biavati ef al., 2000). Bifidobacterium présente
certains avantages sur E. coli: il est présent en plus grande proportion qu'E. coli dans les
matiéres fécales et les espéces dominantes de Bifidobacterium sont différentes selon I'hote
colonisé. Par exemple, B. pseudolongum subsp. globosum et B. boum se retrouvent dans les
matiéres fécales des ruminants (Klein ef al., 1998) tandis que B. adolescentis, B. dentium et
B. longum se retrouvent dans le tractus digestif de I’humain (Mangin er al., 1999).
L’énumération est réalisée en faisant des dilutions successives. Des milieux d’enrichissement
en acide propionique sont parfois utilisés. L ’incubation en milieu anaérobique varie entre 18
et 72 heures, et la température de croissance idéale se situe entre 37°C et 39°C. L’ajout de
substances limitantes pour la croissance d’autres bactéries telles les antibiotiques ou les
acides aux milieux de culture permet de réaliser des milieux sélectifs. Le test de confirmation
le plus efficace est le test de la fructose-6-phosphate-phospho-kétolase (F6PPK). Cette
enzyme est absente chez les bactéries Gram positives anaérobies et constitue donc un bon
¢lément de différenciation étant donné que toutes les especes du genre Bifidobacterium
possédent I’enzyme. La formation d’acétyl-P a partir de fructose-6-P est visualisée par la
formation d’une couleur violette (Gavini ef al., 1996).

D’autres méthodes moléculaires ont permis aussi de détecter les bifidobactéries telle
que la technique de PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) développée sur
les génes de I'ARN 168 ribosomal. Aprés I’amplification d’un fragment d’environ 1050 pb a



I’aide d’amorces spécifiques du genre Bifidobacterium, le produit de PCR est digéré par
chaque enzyme de restriction (4/ul et Tagl) pour donner ’apparition de différents profils.
Cette méthode permet de différencier facilement les espéces ou groupes d’espéces d’origine
humaine de celles ou ceux d’origine animale avec les profils de deux enzymes de restriction
(Delcenserie et al., 2004). L’autre méthode moléculaire se base sur I’amplification PCR
ciblant cette fois le géne hsp60 (Delcenserie et al., 2005). Cette méthode a été développée a
I’aide d’amorces dégénérées spécifiques du genre Bifidobacterium. Le genre Bifidobacterium

est identifié par I’amplification d’un fragment de 217 pb du géne Asp60.

1.2.3  Les virus bactériens et entérigues

Les bactériophages d’E. coli (coliphages) et ceux des Bacteroides spp. sont utilisés
dans la détection de la contamination fécale en raison de leur similarité avec les Enterovirus
humains et de la facilit¢ de leur détection dans I’eau. Les bactériophages 3 ARN (F+)
infectent E. coli et les bactéries apparentées, par le biais des pili F ou sexuelles. Ces
bactériophages sont retrouvés dans les matiéres fécales humaines et se multiplient rarement
dans I’environnement (Hot e/ al., 2003). 1l est possible de les détecter directement mais étant
donné qu’ils sont souvent en petits nombres une étape de concentration est requise. Le
dénombrement des phages s’effectue traditionnellement par les méthodes de simples ou de
doubles couches d’agar et par celle du nombre le plus probable (Bitton, 1999; Clesceri et al.,
1998).

D’autres méthodes moléculaires de détection des virus entériques dans I'eau comme
celle de la transcriptase inverse suivie de PCR (RT-PCR) et la culture cellulaire intégrée
(ICC)-PCR sont utilisées. Ces méthodes combinent la culture cellulaire et la détection
moléculaire d'acide nucléique de génome viral. La détection dARNm viral par la méthode
RT-PCR dans des cultures de cellules inoculées est une méthode trés sensible, spécifique et

rapide de détection des virus (Ko et al., 2003; Payment, 2001).

1.2.4  Parasites
L’analyse moléculaire des génotypes des parasites présents dans I’eau peut étre utile
pour détecter des sources de contamination fécale. A titre d’exemple, une étude faite par

Ruecker er al. (2007) sur la riviére South Nation (Ontario) et la riviére Oldman (Alberta) a



montré une contamination fécale liée a diverses espéces sauvages telles que le cerf, le renard,
oiseau et la mouffette. Ces résultats reposent sur la détection d’oocystes de
Cryptosporidium présentant des similitudes de séquences d’ADN avec le génotype du
Cryptosporidium du renard, du génotype du Cryptosporidium du cerf, du Cryptosporidium
baileyi (oiseau), du Cryptosporidium de la mouffette, du Cryptosporidium andersoni (bovin)

et du génotype bovin du Cryprosporidium parvum (bovins, ou humains).

1.2.5  Autres indicateurs

Des substances chimiques ont été utilisés pour détecter une contamination fécale. Les
stérols fécaux tel que le coprostanol, le coprostérol, le cholestérol et le coprostanone, les
acides biliaires qui incluent les acides déoxycholiques et lithocholiques, et le chlore résiduel
libre en font partie (Bitton, 1999). Les indicateurs comme les stérols fécaux contenant du
Cholestane et présents dans la matiére fécale sont influencés par plusieurs facteurs tel que, le
régime alimentaire des animaux (herbivores, omnivore, carnivore), la biosynthése de stérols
chez les diverses espéces et la biohydrogénation des stérols sous I’action des bactéries
anaérobies dans le tractus digestif des différentes espéces (Ha et Stenstrom, 2000 ; Scott ef
al., 2002 ; Glassmeyer et al., 2005).

Chez le porc, I’humain, et le chat, I’hydrogénation bactérienne du cholestérol aboutit
au coprostanol. Deux stéréo-isoméres du coprostanol peuvent se retrouver dans les
excréments : le cholestanol et I’épicoprostanol. A noter que le cholestérol ne peut pas étre
considéré comme marqueur spécifique des déjections animales car il est présent chez les
bactéries, les algues et les zooplanctons. Les stérols d’herbivores tels que les moutons et les
vaches comprennent plus de 24-ethylcoprostanol (C29-stanol), de sitostérol, de sitostanol
(C29-stérol et stanol), de campestanol (C29-stanol), de cholestérol (C27-stérol) et une trés
faible quantité de coprostanol. Par contre, les omnivores tels que les étres humains et les
cochons sont caractérisés par la présence de coprostanol formé a partir du cholestérol. Les
concentrations en coprostanol sont 4 4 10 fois plus importantes dans les féces humaines que
dans les lisiers de porc. Le rapport du coprostanol sur le cholestérol est généralement
supérieur a 10 chez I’étre humain, alors qu’il varie entre 2 et 5 chez le porc (Elhmmali e al.,
2002). En outre, les stérols dans le lisier de porc ont plus de C29-stérols et stanols, beaucoup

plus élevé que dans les féces humaines. Ces différences dans les rapports permettent de lier la



contamination fécale a I’espéce origine (Ha et Stenstrom, 2000; Scott ef al., 2002 ;
Glassmeyer et al., 2005).

D’autres méthodes envisagées pour s’assurer que la contamination fécale est
d’origine humaine, sont basées sur la détection de la caféine dans I’eau. La caféine est
excrétée dans I'urine des individus ayant consommé du café, du thé des breuvages carbonés

ou des produits pharmaceutiques (Ha et Stenstrom, 2000).

1.3 Méthodes de détection de contamination fécale

Gréce aux progrés rapides réalisés ces derniéres années par la recherche
biotechnologique, diverses méthodes ont été développées. Certaines ont été mises au point et
d’autres sont encore a I’étude. Les méthodes sont divisées en deux grands groupes : Celles
qui reposent sur une banque de matériel microbien de référence et celles qui sont

indépendantes de telle banque de matériel (Can et al., 2005).

1.3.1 Meéthodes de détection avec banque de matériel microbien

Ces méthodes consistent a choisir un microorganisme fécal indicateur puis a collecter
des isolats a partir de I'environnement étudié comme par exemple un bassin versant. Ainsi,
I'échantillonnage comprendra des isolats provenant de diverses sources comme les féces
animales, les eaux usées et les fosses septiques. Une banque d'isolats références est ainsi
constituée comprenant les caractéristiques des isolats bactériens provenant de sources
connues de contamination fécale. Le typage de ces isolats est ensuite fait telles leurs
empreintes géniques (voir section 1.4) ou physiologiques. Si dans le suivi dun
environnement, des isolats de notre microorganisme indicateur sont détectés, ses empreintes
vont étre comparées a celles présentes dans la banque de références afin de déduire la source
des isolats trouvés dans cet environnement. Les indicateurs fécaux les plus utilisés sont les £,
coli et les Enterococcus. Ces bactéries colonisent le tube digestif et sont faciles a isoler dans
les laboratoires (Edge et Schaefer, 2006; Wheeler e/ al., 2002, 2003).

I existe une panoplie de méthodes qui ciblent des marqueurs géniques spécifiques.
Pour distinguer une espéce bactérienne d'une autre, il y a I'amplification PCR des génes 16S
de I'ARN ribosomal et leur séquengage. Toutefois, dans le cas de la différentiation de

différents isolats d'une méme espéce, la séquence des génes 16S ribosomaux n'est pas assez
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discriminatoire. Scott ef al. (2002) a décrit trois types marqueurs qui peuvent étre amplifiés
par PCR. Ces marqueurs comprennent les séquences palindromiques extragéniques répétées
(REP), les séquences consensus intergéniques répétées d’endobactéries (ERIC) et des
¢léments extragéniques répétés (BOX-PCR). Il a été découvert que ces séquences répétées
étaient distribuées différemment dans le chromosome bactérien des isolats d'une méme
espece. L'amplification PCR de ces éléments génére donc un profil unique 4 chaque isolat.
Une autre méthode est I’électrophorése en champ pulsé (ECP) ou «Pulsed Field Gel
Electrophoresis » (PFGE). Une technique fondée sur I'analyse du chromosome bactérien qui
permet d'associer a chaque isolat une empreinte génétique caractéristique, appelée dans ce
cas «pulsotype ». Ainsi, I'ADN total des isolats est soumis a l'action d'une endonucléase de
restriction reconnaissant des sites de coupure rares générant un nombre restreint de fragments
d'ADN de tres grande taille. Aprés digestion par une endonucléase de I'ADN, les fragments
résultant sont séparés par électrophorése basée sur l'application d'un champ électrique alterné
multidirectionnel (champ pulsé). Les fragments séparés donne une empreinte génétique
(pulsotype) caractéristique de chaque isolat analysé (Flint et al., 2000; Scott ef al., 2002).
Dans le cas des empreintes physiologiques, celles-ci sont fondées sur des phénotypes
spécifiques pour comparer les isolats, comme la résistance aux antibiotiques (Hagedorn er
al., 2003). Les approches basées sur la résistance aux antibiotiques (Harwood ef al., 2000 ;
Edge et Hill, 2005) trouvent que les bactéries colonisant le tube digestif de ’humain et des
animaux domestiques possédent différents profils de résistance vu qu’elles sont exposées aux
traitements médicaux et vétérinaires, tandis que les bactéries entériques des animaux

sauvages ne sont pas exposées aux antibiotiques (Edge et Schaefer, 2006).

1.3.2 Méthodes de détection sans banque de matériel microbien

Les méthodes sans banque de matériel microbien de références sont basées sur la
détection d’indicateurs spécifiques aux espéces indiquant que la contamination fécale de I'eau
provient d’une espéce humaine ou animale spécifique. La plupart de ces méthodes utilisent le
PCR pour détecter des marqueurs géniques spécifiques. Ainsi des échantillons sont pris de
I'environnement a I'étude, 'ADN total en est extrait et une séquence d'’ADN spécifique au
microorganisme indicateur est amplifié par PCR. La culture bactérienne n'est donc pas

nécessaire, mais elle peut I'étre dans certains cas pour augmenter le nombre de
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microorganismes porteurs d'un géne d’indicateur spécifique (Harwood, 2007). Par exemple,
Scott e al. (2005) a proposé le géne qui code pour une protéine de surface (esp), un facteur
de virulence putatif, chez Enterococcus faecium comme indicateur spécifique de
contamination humaine. Bernhard et Field (2000) quant & eux ont ciblé des séquences

d’ADN 16S ribosomaux des Bacteroides comme indicateurs d’une contamination fécale.

1.3.3  Puces a ADN

Une méthode prometteuse dans le suivi de marqueurs géniques spécifiques est la puce
a ADN. La puce est constituée d’un support miniaturisé sur lequel sont concentrés a haute
densité de plusieurs sondes ADN (Cho ef al., 2002). Ces sondes peuvent représenter des
séquences nucléotidiques spécifiques a des génes codant pour des toxines, de 'ARN 16S
ribosomal, de protéine impliquée dans la résistance a des antibiotiques, des facteurs de
virulence, etc... (Garrido ef al., 2006; Hamelin et al., 2007; Li ef al., 2001). Cette technique a
été utilisée pour détecter des microorganismes pathogénes dans I’eau contaminée, dans les
aliments et méme dans le domaine médical (Sadowsky er al., 2007). L'ADN total de
l'environnement étudié ou des isolats est extrait et marqué avec un marqueur fluorescent.
Cette ADN marqué est ensuite hybridé a la puce. Si une ou plusieurs sondes sur la puce sont
révélées, cela signifie que l'environnement contient un microorganisme contenant ce ou ces
genes, ou que l'isolat contient ce ou ces génes. L'avantage de la puce est sa rapidité, mais
surtout le suivi de plusieurs marqueurs géniques a la fois, ce qui accroit la spécificité de la

méthode de suivi.

1.4 L’ADN mitochondrial, un indicateur de choix

Pour identifier la source de contamination fécale, la majorité des méthodes cherchent
a isoler les microorganismes ou leurs ADNs dans I’eau ou travaillent a lier certaines souches
de bactéries ou certains sérotypes de virus a un animal en particulier. Cependant, il est
difficile de différencier le type d’animal responsable d’une contamination fécale a partir des
microorganismes, certains pouvant se retrouver dans les féces de toutes les espéces animales
(Khatib, 2002). Selon Isolauri ef al. (2002), la flore intestinale normale est une collection de
microorganismes complexes en équilibre qui habitent naturellement le tractus gastro-

intestinal. La microflore du tractus gastro-intestinal a été estimée a prés de 10" a 10" cellules
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microbiennes représentant 400 a 500 espéces et sous espéces. Cette microflore représente
environ 10 fois le nombre total de cellules du corps humain (Moore et Holdeman, 1974). Les
féces contiennent aussi des résidus d’aliments digérés ou non digérés ainsi que des cellules
épithéliales détachées des parois du tractus gastro-intestinal (lyengar er al., 1991). Ces
cellules épithéliales peuvent étre isolées des féces ainsi que leur ADN. L’ADN des cellules
eucaryotes constitue un marqueur génique intéressant pour retracer directement la source de
la contamination fécale. L’ADN mitochondrial a été sélectionné dans notre étude pour servir
de cible au lieu de I’ADN génomique. Ce choix s’est fait en fonction des données suivantes.

L’ADN mitochondrial est présent en plusieurs copies dans la cellule (Walker et al.,
2004). Cela est tres avantageux surtout si les échantillons d’eaux contiennent peu de cellules.
L’ADN mitochondrial est moins sensible a la dégradation que ’ADN génomique et a une
durée de vie plus longue a cause de sa petite taille, de sa structure circulaire et de sa
protection par la mitochondrie (Walker et al., 2004). L’ADN mitochondrial a évolué plus
rapidement que ’ADN génomique, donc sa séquence est assez variable pour préparer des
amorces spécifiques a I’espéce (Lahiff et al., 2001).

Du laboratoire du Dr Villemur, Martellini ef al. (2005) ont été les premiers a utiliser
des séquences spécifiques I'ADN mitochondrial comme marqueurs géniques pour le suivi de
la source de contamination fécale dans I'eau. Ceux-ci ont sélectionné des amorces spécifiques
simples et internes ciblant I’ADN mitochondrial de 4 espéces: I’humain, le mouton, le beeuf
et le porc. Un protocole d’amplification par PCR simple et PCR interne ainsi que par PCR
multiplex a été élaboré pour cibler les ADNs mitochondriaux de ces 4 espéces. Au moins une
des 4 espeéces a été détectée dans la plupart des échantillons d’eaux usées provenant de la
station d’épuration de Fabreville, d’eaux provenant de deux fermes, de lisier de porc, et
d’eaux provenant de la riviére I’ Assomption et de la riviére des Mille-iles. A noter que, la
concentration de la matiére en suspension présente dans les eaux usées et dans les eaux des
rivicres a été réalisée par centrifugation, et I’extraction d’ADN a été faite au
phénol/chloroforme. Martellini ef al. (2005) ont aussi démontré que 10° a 10° cellules
humaines par litre d’eaux usées peuvent étre détectées en utilisant le protocole de PCR
multiplex. Mon projet de maitrise s'inscrivait dans le développement plus poussé de cette

nouvelle approche du suivi de la contamination fécale et de sa source.
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CHAPITRE 2: MATERIEL ET METHODES

2.1 Echantillons

Les échantillons de tissus (foie de mouton, de beeuf et de porc) ont été fournis par la
faculté de médecine vétérinaire a St-Hyacinthe. Les cellules humaines HRT-18 (cellules
cancéreuses du colon) ainsi que les cellules de souris dBT (cellules tumorales du cerveau) ont
¢té fournies du laboratoire du Dr Pierre Talbot a I’INRS- Institut Armand-Frappier. Les
trachées de poulet ont été obtenues du laboratoire du Dr Charles Dozois aussi a I’INRS-
Institut Armand-Frappier.

Des échantillons d’eaux ont été prélevés directement des riviéres et de stations
d’épuration (Québec, Canada). Un échantillon a été prélevé de la station de filtration de
Repentigny de la riviére I’ Assomption (7 juillet 2006) ainsi que deux autres échantillons (25
juillet 2006) au nord et au sud de la riviére I’Assomption & la hauteur de Repentigny. Un
échantillon a été prélevé de Ia riviére des Mille-les (23 aoiit 2006) au niveau de Rosemére
(parc Mille-les). Deux autres échantillons provenant directement de ’eau de riviére des
Mille-iles (19 avril et 7 Juin 2006) ont été pris de la station de filtration de Sainte Rose. Des
échantillons d’eaux usées ont été prélevés de la station d’épuration de Fabreville, Laval (9,
16 mai et 7 juin 2006) et de la station de d’épuration d’Auteuil, Laval (19 avril et 7 juin
2006).

2.2 Concentration de la matiére en suspension
2.2.1 Filtration

Afin de concentrer la matiére en suspension présente dans I’eau des riviéres ou dans
les eaux usées, 150 a 300 ml d’eau ont été filtrés sous vide tout en utilisant une membrane
filtrante en nylon de porosité 0,22 um (Millipore). Une fois la matiére retenue par le filtre, ce
dernier a été enroulé et introduit dans un tube fourni par Qbiogene (FastDNA" SPIN Kit
(Qbiogene,Inc. Solon, Ohio, USA)) contenant une sphére en céramique et des billes de verre

pour extraire I’ ADN.
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2.2.2  Centrifugation

De 1 a 1.5 litres d’eau de riviere ou d’eaux usées ont été centrifugés 15 minutes a
7000 g dans une centrifugeuse Beckmann Avanti TM J-25 avec le rotor JLA-10.5 pour
concentrer la matiére en suspension présente dans les échantillons. L’ADN a été extrait des

culots en utilisant la méthode de FastDNA® SPIN Kit (Qbiogene).

2.3  Extraction d’ADN

La méthode utilisant le FastDNA® SPIN Kit (Qbiogene) s’est révélée la plus efficace
pour extraire I’ADN total que se soit directement des tissus d’animaux ou a partir de la
matiére retenue sur la membrane filtrante 0,22 pm.

L’extraction d’ADN a partir d’organes provenant d’animaux s’est faite de la maniére
suivante : le morceau de foie (environ 0.30 g) de mouton, de beeuf, de porc et de poulet a été
introduit dans un tube contenant une sphére en céramique avec des billes de verre. Un
procédé d’homogénéisation (FastPrep) avec du tampon de lyse (CLS-TC ou Cell Lysis
Solution) a été employé pour extraire I’ADN selon le protocole fourni par Qbiogene. Apreés
centrifugation, le surnageant a été incubé a la température de la piéce avec une solution
dénaturante a base de thiocyanate de guanidine (Binding Matrix). Le culot obtenu aprés la
seconde centrifugation a été resuspendu avec une solution contenant du sel et de I’éthanol
(SEWS-M ou Salt/Ethanol Wash Solution). Une derniére centrifugation a été faite dans un
tube avec un filtre & son extrémité (SPIN filter). L’élution de I’ ADN retenu dans le filtre a été
faite a 55°C avec de ’eau pure (DES ou DNA Elution Solution).

L’ADN du lisier de porc brut a été aussi extrait. Un volume de 300 ul a été mis dans
un tube contenant une sphére en céramique avec des billes de verre. Un procédé
d’homogénéisation (FastPrep) avec du tampon de lyse (CLS-TC ou Cell Lysis Solution) a été
employé pour extraire I’ ADN selon le protocole fourni par Qbiogene et décrit précédemment.

L’ADN humain a été extrait a partir des cellules du colon cancéreuses appartenant a
la lignée cellulaire HRT-18 en modifiant un protocole décrit par Blin et Stafford en 1976. Le
méme protocole a été utilisé pour extraire ’ADN de souris a partir des cellules tumorales du
cerveau. Il s’agissait de laver les cellules en culture avec une solution saline tamponnée au
phosphate 1X a pH 7.2 (PBS; NaCl 137 mM, du Na,HPO, 10 mM, du KCl 2.7 mM, du

KH;PO4 2 mM) et de les conserver 4 - 20°C jusqu’a utilisation. Les cellules congelées ont été



15

lysées pendant une heure & 37°C avec du tampon de lyse (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1M,
SDS 0.5% (p/v) et ribonucléase (RNase) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) 20 pg/ml ajouté a la
derniére minute). Par la suite, les cellules ont été incubées trois heures a 50°C avec de la
protéinase K a une concentration finale de 100 pg/ml. Trois extractions au phénol tamponné
avec du Tris-HCI a pH 8.0 ont été effectuées. L’ADN a été précipité avec 100 pl d'acétate
d’ammonium (10M) et de 2 volumes d’éthanol (100%). Finalement, I’ADN a été lavé avec
de I’éthanol 70% et dissous dans I’eau 4 la température de la piéce.

Les échantillons d’eau de riviéres et d’eaux usées ont d’abord été filtrés sous vide
avec une membrane filtrante en nylon et de porosité 0,22 um. Le filtre a été enroulé et
introduit dans le tube contenant une sphére en céramique avec des billes de verre pour étre

extrait selon le protocole fourni par Q-Biogene et décrit précédemment.

2.4 Amplification PCR et PCR interne

Chaque réaction de polymérase en chaine (PCR), dont le volume était 50 ul, contenait
15 pl du tampon PCR 10X (KCI 50 mM, MgCl, 1.5 mM et Tris-HCI 10 mM a pH 9), 1 pl
des dNTPs 10 mM, 1 ul de chaque amorce (10 pmol/ul), 1 pl de Taq polymérase (TAQ- GE
Healthcare, Amersham Biosciences), 1 ul de BSA (SIGMA) (20 pg/ul), 38 nl d’eau stérile et
2 pl I’ADN extrait dépendant de I’expérience. Les conditions d’amplification étaient les
suivantes : une dénaturation de 94°C pendant 5 min, suivie d’une période d’appariement de 5
min a 55°C, 35 cycles a 72°C 2 min, 94°C 40 secondes et 55°C 1 min, et finalement une
étape d’¢élongation de 10 min & 72°C. Les amplifications de PCR interne (nested PCR) ont
été effectuées de la méme maniére sauf que le mélange comprenait une paire d’amorces

internes et 2 pl de produit PCR de la premiére réaction au lieu de I’ADN extrait.

2.5 Electrophorése sur gel d’agarose

Dans le but de séparer les amplicons, ceux-ci ont été migrés par électrophorése sur
gel d’agarose 1.5%. Cinq pl de produits obtenus par PCR ont été mélangés avec 2 ul de
tampon de chargement (0.25% bleu de bromophénol, 0.25% xyléne cyanol FF et 30%
glycérol dans I'eau) avant d’étre déposés dans chacun des puits du gel immergé dans du
tampon TAE 1X (EDTA 1 mM, acide acétique glacial 0.1% et Tris-HCl 31 mM a pH 8).

Pour déterminer la taille moléculaire des bandes, il a fallu disposer dans un des puits du gel
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d’électrophorése, un marqueur constitué d’un mélange de fragments de taille connue. Ces
derniers sont obtenus par digestion de I'ADN du phage Lambda digéré avec l'enzyme de
restriction Styl. La migration a été faite 4 80 V pendant une heure environ, et le gel a été
trempé dans du bromure d’éthidium (0.5 pg/ml) pendant 10 minutes et rincé a I’eau pendant
5 min sous agitation. La révélation de I’ADN a été faite sous U.V. a ’aide de ’appareil

Alphamager (Alpha Innoteck).

2.6 Dot blot

2.6.1 Fixation d'oligonucléotides sur membranes

Trente oligonucléotides synthétisés par la compagnie Alpha DNA, ont été utilisés
pour la discrimination des cinq espéces (humain, mouton, beeuf, porc et poulet). Tous les
oligonucléotides ont été dilués avec du Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM a pH 8, pour avoir
une concentration finale de 50 pmol/ul. Un chauffage a 95°C pendant 5 minutes a permis de
déplier les oligonucléotides avant d’étre refroidis subitement sur glace. Par la suite, 1 pl de
chaque dilution d’oligonucléotides a été déposé sur une membrane en nylon (voir modéle de
la membrane dans Fig. 16) puis fixés par exposition aux U.V. (par trans-illuminateur 125 mj,
programme CL de BIO-RAD). Les oligonucléotides non fixés ont été éliminés en lavant la
membrane 2 fois a la température de la piéce avec une solution contenant du 0.5X SSPE,

0.1% SDS. Ensuite, la membrane a été séchée avant I’étape de préhybridation.

2.6.2  Marquage d'amplicons avec la digoxigénine

Les PCR ont été faits dans les conditions habituelles tel que décrit dans le paragraphe
2.5 sauf que la solution de dNTPs a été remplacée par celle de la trousse PCR DIG Labeling
Mix- (Roche, Laval, Canada). Le mélange de dNTP contenait : dATP 2 mM, dCTP 2 mM,
dGTP 2 mM, dTTP 1.9 mM et DIG-11-dUTP 0.1 mM a pH 7. Les amplicons ainsi obtenus
aprés I’amplification 35 cycles 4 55°C étaient des ADN marqués au DIG sur les deux brins.
Ces ADN ont servi de sondes pour des expériences d'hybridation sur les oligonucléotides

fixés sur membrane.
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2.6.3 Préhybridation

La membrane, d’environ 35 cm?, a été tout d'abord humidifiée dans une solution 5X
SSPE (5X SSPE, SDS 0,02 %, N-Laury! sarcosine 0.1% et solution stock de blocage 1%
(Roche)). La préhybridation s'est fait par incubation dans 15 a 20 ml de tampon d'hybridation
(5X SSPE, SDS 0,02 %, N-Laury! sarcosine 0.1%, solution stock de blocage 1% (Roche) et
sonde) durant 3 heures a 55 °C dans le four d’hybridation (TEK Star Jr., BIO/CAN

Scientific). Cette étape était importante pour diminuer le bruit de fond lors de I'hybridation.

2.6.4 Hybridation

Environ 500 ng de sonde ont été dénaturés pendant 10 min par chauffage a 100°C
puis incorporés au tampon d'hybridation (10 ml par membrane). La membrane a été incubée
dans ce milieu a 55°C durant la nuit. Le lendemain, la membrane a été lavée une fois pendant
5 minutes a température ambiante dans une solution 5X SSPE, 0,1% SDS et une fois pendant
30 min a 55°C dans une solution 2X SSPE, SDS 0,1 %, permettant I'élimination de I'excés de
sonde non fixée. Elle a été ensuite lavée deux autres fois pendant 30 minutes a 55°C dans une
solution 0,5X SSPE, SDS 0,1 % et 0,1X SSPE, SDS 0,1 % qui élimine la sonde fixée non-

spécifiquement.

2.6.5 Révélation au NBT/BCIP

Toutes les étapes se sont déroulées a température ambiante. Les membranes ont été
équilibrées pendant 1 min dans du tampon de lavage (acide malique 100 mM pH 7,5 ; NaCl
150 mM), puis incubées durant 30 min dans un tampon de saturation (acide malique 100 mM
pH 7,5 ; NaCl 150 mM, solution mére de blocage 10 % (w/v). Celles-ci ont été enfin placées
dans un milieu de tampon de saturation (10 ml pour une membrane de 35 cm?) additionné
d'anticorps anti-DIG-AP (Roche) (dilution 1/5000) pendant 30 min. Les membranes ont été
ensuite lavées deux fois pendant 5 minutes dans le tampon de lavage, puis équilibrées 5
minutes dans la solution de révélation (Tris-HCI 100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM). Elles ont
été finalement placées a l'obscurité dans 10 ml de cette méme solution additionnée de
NBT/BCIP (Roche) (dilution 1/50), jusqu'a apparition de la coloration (en général de 2 et 16

heures).
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

Le but de ce projet était de développer une méthode moléculaire permettant la
différenciation des espéces a I’origine de la contamination fécale dans I'eau. Cette méthode
visait a dépister la contamination fécale en détectant I’ADN mitochondrial dans ’eau. Pour
ce faire, des amorces spécifiques a I'ADN mitochondrial de I'humain, 'ovin, le bovin, le
porcin et le poulet ont été congues, testées et vérifiées. Une méthode d'extraction simple et
rapide d'ADN total a été développée pour des échantillons d'eau. Des PCR simples et internes
ont été optimisés et effectués pour viser la présence de chaque espéce.

Des amorces universelles ont aussi été développées pour cibler les cinq espéces en
méme temps ainsi que des oligonucléotides spécifiques a chacune des cinq espéces ont été
congus. La discrimination des cinq especes a été faite par expériences de dot blot. Les

sections suivantes font état des résultats obtenus dans chaque cas.

3.1 Concentration de la matiére en suspension dans I'eau par filtration

La filtration s’est révélée comme étant une méthode rapide (durée de 1 a 3 minutes)
pour concentrer la matiére en suspension dans |’eau. Plusieurs types de membrane, que ce
soit en nylon ou en cellulose, et de porosités différentes (0,22 pm, 1.2 pm, 3 um et 8 um),
ont été utilisés. Les membranes filtrantes en nylon de porosité 0,22 um ont été choisies pour
concentrer la matiére en suspension dans I’eau des riviéres ou dans les eaux usées. Le volume
maximal d’eau chargée de matiéres qui a été filtré a travers les membranes de porosité 0,22
pum était de 300 ml.

Cette méthode de concentration a été¢ comparée a celle utilisée préalablement, soit la
centrifugation (Martellini es al., 2005). Cette derniére consistait a centrifuger 1 a 1.5 litres
d’eau pendant 15 minutes pour concentrer la matiére en suspension sous forme de culots. Les
deux méthodes de concentration de la matiére en suspension, centrifugation et filtration, ont
été réalisées en paralléle. Puis I’extraction d’ADN a été effectuée. Une comparaison de la
qualité d’ADN extrait de chaque méthode a été faite par électrophorése (Fig.1). La filtration a

permis d’obtenir une qualité d’ADN comparable a celle récupérée grice a la centrifugation.
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Figure 1: Vérification de la qualit¢ de PADN extrait : migration de I’ADN par
électrophorése sur un gel d’agarose 1%. Puits 1 : le marqueur de poids moléculaire A Syl
exprimé en paires de base (pb). Puits 2 : 1.6 pg d’ADN extrait & partir des culots obtenus
apres centrifugation de 1. 5 L d’eaux usées. Puits 3 : 1.4 ug d’ADN extrait en broyant la

matiére retenue sur une membrane filtrante en nylon de porosité 0,22 pm.
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3.2 Llaboration des amorces spécifiques

Cette étude a ciblé I"humain, source principale de la pollution fécale, et quatre
espéces animales ordinairement trouvées dans nos élevages : le mouton, le beeuf, le porc et le
poulet. Pour ce faire, des séquences spécifiques d>’ADN mitochondrial ont été utilisées pour
développer des amorces pour des protocoles de détection par PCR. Les séquences d’ADN
mitochondrial de I’humain (Homo sapiens), du mouton (Ovis aries), du boeuf (Bos taurus),
du porc (Sus crofa) et du poulet (Gallus gallus) ont été alignées a I’aide du programme
Clustal W. Les séquences présentant le plus haut degré de différences entre chaque espéce
ont été sélectionnées afin de constituer les amorces spécifiques (Annexe 1).

Pour tester la spécificité de ces amorces, elles ont été comparées aux séquences
nucléiques présentes dans les banques de données avec le programme BLASTN. Pour chaque
espéce, des combinaisons de paires d’amorces spécifiques ont été choisies pour
I’amplification PCR de séquences de longueurs différentes. Les amorces spécifiques avaient
une longueur variant entre 18 et 24 pb et une concentration de 45% a 55% en GC. Le tableau
1 comporte toutes les amorces spécifiques testées.

Toutes les amorces élaborées ont été testées pour assurer leur spécificité. Chaque
amplification PCR comprenant la paire d’amorces testée (Fig. 2) a ét€ accompagnée de deux
autres amplifications contréles comprenant la méme paire d’amorces, mais le premier en
présence de ’ADN extrait de souris (contrdle négatif) et le second en présence d’eau pure
(test de contamination). Chaque paire d’amorces ciblant I’ADN mitochondrial n’a généré
qu’une seule bande ayant la longueur attendue lorsque mise en présence de I’ADN total
extrait de I’espéce correspondante. Seule la paire d’amorces humaine Humito 3 a amplifié
I’ADN mitochondrial de souris. La figure 2 montre ’apparition d’une bande d’une faible
intensité dans le puits 3 contenant la paire d’amorces Humito H3-G/H3-D en présence de
I’ADN de souris.

De la méme maniére, les amorces internes ont été testées en utilisant 2 pl d’ADN du
premier produit PCR (Fig. 3). Chaque paire d’amorces internes n’a généré qu’une seule
bande ayant la longueur attendue lorsque mise en présence de 2 pl d’ADN du premier

produit.
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Tableau 1 : Liste des amorces pour PCR simple et PCR interne. (Nested = N).

Espece Amorces Amplicon

Humito 3-G 5’-CCCAACCCGTCATCTACTCT-3’ 718 pb
Humain | Humito 3-D 5’-AGGGTGTTAGTCATGTTAGC-3’

Humito N 3-G5’-CTACTCTACCATCTTTGCAGG-3’ 651 pb

Humito N 3-D 5’~-CGTGGTGCTGGAGTTTAAGTTG -3’

Ovmito 2-G 5’- GGAACCGTTACCACATGTTAC-3’ 689 pb
Mouton | Ovmito 2-D 5’- GGCTAGTAGGAAGATTAGGAGAAGA-3’

Ovmito N 2-G 5’-TACACTGTTACAGGCATCAGAG -3’ 370 pb

Ovmito N 2-D 5’-CGTGAAGTTAGTTAGGAGAGTA -3’

Bomito 2-G 5°- CATAGCAATTGCCATAGTCC-3’ 554 pb
Boeuf Bomito 2-D 5’- TTTTCGATTGTGCCGGCCGTT-3’

Bomito N 2-G 5’- CCCTCTTACTAATTCTAGCTC -3’ 401 pb

Bomito N 2-D 5°- TTAGCACTAGGATGAGGAGA -3’

Pomito 4-G 5°- CCCATTATCTACACTACCCTTATC-3’ 723 pb
Porc Pomito 4-D 5’- TTAGGCTTGTGATGACGGGTAT-3’

Pomito N 4-G 5°- CAGTAATGTCCGGAACCATACTAG -3’ 643 pb

Pomito N 4-D 5’- TGTGGTTGCTGAGCTGTGGATT -3’

Ckmito 1-G 5°- ACCCTATTTGACTCCCTCAA-3’ 565 pb
Poulet Ckmito 1-D 5°- ATGTCGACCAGGGGTTTATG-3’

Ckmito N 1-G 5’- CCCCCACACTAACAAGCAAT -3’ 381 pb

Ckmito N 1-D 5’- GGTTGTAAGGTGGTCGTGAT -3’
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Figure 2 : Amplification PCR de I’ADN mitochondrial a partir de I’ADN total extrait des
cing espéces avec les différentes amorces spécifiques. Puits 2 : PCR simple avec I’ADN
humain et les amorces Humito3. Puits 5: PCR simple avec I’ADN ovin et les amorces
Ovmito 2. Puits 8 : PCR simple avec I’ADN bovin et les amorces Bomito 2. Puits 11 : PCR
simple avec I’ADN porcin et les amorces Pomito 4. Puits 14 : PCR simple avec I’ADN de
poulet et les amorces Ckmito 1. Puits 3, 6,9, 12 et 15 : les contréles négatifs avec ’ADN de
souris et les différentes amorces spécifiques. Puits 4, 7, 10, 13 et 16: les contrdles de
contamination avec I’eau pure et les différentes amorces spécifiques. Puits 1 : marqueur de
poids moléculaire A Styl. Les nombres représentent la longueur obtenue des différents

produits de PCR.
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Figure 3 : Amplification PCR interne de I’ADN mitochondrial & partir de 2 pl d’ADN du
premier produit PCR avec les différentes amorces internes spécifiques. A) PCR interne avec
les amorces Ovmito N-2. B) PCR interne avec les amorces Bomito N-2. C) PCR interne avec
les amorces Pomito N- 4. D) PCR interne avec les amorces Ckmito N- 1. Les nombres

représentent la longueur obtenue des différents produits de PCR.
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Puisque I’ADN mitochondrial de souris, considéré comme contrdle négatif, a été
amplifié en présence de la paire d’amorces humaines Humito 3, une série de PCR avec un
gradient de température d'hybridation a été effectuée en utilisant ’appareil du modéle
Biométra ® TGradient (Fig. 4). Cet appareil est capable de tester en une seule fois douze
températures d’hybridation. Les amplifications ont été faites a des températures comprises
entre 54°C et 59°C (Fig. 4, panneau A) et entre 60°C et 70°C (Fig. 4, panneau B).

Un amplicon était toujours visible lorsque les PCR ont été faites a des températures
comprises entre 54°C et 59°C, et en présence des amorces Humito 3 et de I’ADN de souris.
Les PCR effectuées aux températures comprises entre 59°C et 70°C n’ont pas permis de
visualiser cet amplicon. Ce fut le cas aussi pour I'ADN humain qui a été utilisé. Un
alignement a été fait entre les séquences d’ADN mitochondrial de I’humain et les séquences
d’ADN mitochondrial de la souris (Fig. 5). La région commune pour I'amorce Humito3-G
contient 5 substitutions entre les deux espéces et 11 pour l'amorce Humito-D. Il est
surprenant que I'ADN mitochondrial de souris ait été amplifié. Ou bien 'amplification est
non spécifique, mais de méme longueur, ot I'ADN de souris était contaminé par 'ADN
humain. Dans les ceux cas, le séquengage de l'amplicon déterminerait lequel des deux
hypothéses est véritable. Vu ce résultat, les deux paires d’amorces spécifiques humaines
simples (Humito 1) et internes (Humito 11) élaborées par Martellini et al., (2005) ont été

utilisées a la place des paires d’amorces simples (Humito 3) et internes ( Humito 3-N).
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Figure 4: Amplification PCR avec des températures d’hybridation différentes. A) Les
amplifications ont été effectuées a 54°C (3), 55°C (4), 56°C (5), 57°C (6), 58°C (7), 59°C
(8). Puits 1 : contrdle positif. Puits 2 : le marqueur de poids moléculaire A Styl. B) Les
amplifications ont été effectuées a 60°C (1), 61°C (2), 62°C (3), 63°C (4), 64°C (5), 64°C
(6). 66°C (7), 67°C (8), 68° C (9), 69°C (10), 70°C (11). Puits 12 : le marqueur de poids

moléculaire A Styl.



26

Humain GTT- ATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCTGGECCAACCCGTCATCTA' 4498

Souris GTTTAAATCCTTCCCGTACTAATAAATCCTATCA 3942
*hkk k ok hkhkkhkhk kA A A A A hhhkAd hhkhkokh * * & *hk khkokhh ok k
Humain CTCTRCCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGAT 4548
Souris CTTCACAATCTTCTTAGGTCCTGTAATCACAATATCCAGCACCAACCTAA 3992
*k  khkkhh * k% * * khkhkhkhh Tk ok * & *
Humain TTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTT 4598
Souris TACTAATATGAGTAGGCCTGGAATTCAGCCTACTAGCAATTATCCCCATA 4042
* * hhkhkhkdhkhbhkdkdd hhkdk * * & *k hokkhh *dkddh ko ¥*
Humain CTAACCAAAAAAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTT 4648
Souris CTAATCAACAAAAAAAACCCACGATCAACTGAAGCAGCAACAAAATACTT 4092
hkhkhkd hkhkk hhkhk hhhkkhkk khk Fhk Kk hhhkk * Rk * %k hh ok
Humain CCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCA 4698
Souris CGTCACACAAGCAACAGCCTCAATAATTATCCTCCTGGCCATCGTACTCA 4142
* khkhkk hhkhkhkdhhdhk hk hkhk hhkkhkok * hk * dk khkhk K * kk
Humain ACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATAC 4748
Souris ACTATAAACAACTAGGAACATGAAT-ATTTCAACAACAAACAAACGGT-C 4190
ddk kdk ko * ok k %k k ok ok * &k *  * *k k hhkhk * * %
Humain TCATCATTAA- - TAATCATAATAGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCC 4796
Souris TTATCCTTAACATAACATTAATAGCCCTATCCATAAAACTAGGCCTCGCC 4240
* khkk hhkhkk Y bk * % drok ok ke ok k kkhkhhkhkhk ok ko * hk*x
Humain CCCTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTG-ACAT 4845
Souris CCATTCCACTTCTGATTACCAGAAGTAACTCAAGGGATCCCACTGCACAT 4290
dd dkk dhkhkhhkhhkrkhk k Kk AkAkE khk Ak Ahkhhoh & *hkk hhkh hhkhkh
Humain CCGGCCTGCTTCTTCTCACATGACARAAACTAGCCCCCATCTCAATCATA 4895
Souris AGGACTTA-TTCTTCTTACATGACAAAAAATTGCTCCCCTATCAATTTTA 4339
* * k& hkhkhkhkkdhk Ahhkhhkhdhkhrkhkrhd * *% *hhkd * * ok ok ok ok * &
Humain TACCAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAAT 4945
Souris ATTCAAATTTACCCGCTACTCAACTCTACTATCATTTTAATACTAGCAAT 4389
*hkkkhk * * % *okk kkk * * * *  * * o * kN ok
Humain CTTATCCATCATAGCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAGACCCAGCTAC 4995
Souris TACTTCTATTTTCATAGGGGCATGAGGAGGACTTAACCAAACACAAATAC 4439
* ok ok * * Kk Fhhkhk Fhkhk * hhkhkhkk hkhk ko * %k
Humain GCAAAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCA 5045
Souris GAAAAATTATAGCCTATTCATCAATTGCCCACATAGGATGAATATTAGCA 4489
¥ kK dh dhhkk kk hkk Ahhkhhkhk Ahkhhhkhkhhhkhhkkohkhod * Wk K d
Humain GTTCTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATAT 5095
Souris ATTCTTCCTTACAACCCATCCCTCACTCTACTCAACCTCATAATCTATAT 4539
khkhkk Kk hhkhkhhkokokhk * ok kh * ok kk * * *hk  kkkkk
Humain TATCCTAACTACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCA 5145
Souris TATTCTTACAGCCCCTATATTCATAGCACTTATACTAAATAACTCTATAA 4589
*hkhk dk Kk * * *hkkhk ko *hkk ok * k% k * * *
Humito3-D
Humain CGACCCTACTACTATCTCGCACCTGAAACAAGCTAACATGACTAACACCC] 5195
Souris CCATCAACTCAATCTCACTTCTATGAAAT 4639
* * * * ok kk Kk ok kkk  kok ¥ & *  h ok * *
Humain [[JAATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGR 5245
Souris ATAATCTCACTGATATTACTATCCCTAGGAGGCCTTCCACCACTAACAGG 4689
I od ke * % * *

Figure 5: Alignement des séquences mitochondriales de la souris et de ’humain : J0O1415 et
AY172335 sont les numéros d’accés dans la banque de données GenBank de I’humain et de
la souris respectivement. Humito3-G = amorce humaine. Humito3-D=amorce humaine

gauche. * = nucléotides communs aux deux espéces.
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3.4  Tests de sensibilité.

Des tests de sensibilité pour chaque paire d’amorces ont été réalisés en amplifiant
différentes quantités d’ADN de I’espéce correspondante. Pour imiter les échantillons naturels
(eau de rivieres et eaux usées), ces expériences ont été faites une seconde fois, mais en
ajoutant a chaque réaction 100 ng d’ADN bactérien. Les différentes quantités d’ADN ont été
les suivantes : 10000 pg, 1000 pg, 500 pg, 100 pg, 50 pg, 10 pg, 5 pg, 0.5 pg, et 0.1 pg (Fig.
6). En comparant les produits PCR, les panneaux A, B, C, D et E (Fig. 6) montrent des
amplicons jusqu'a une concentration d’ADN de 50 pg avec les amorces spécifiques a chaque
espece. Les panneaux A’, B’, C’, D’ et E’ (en présence de 100 ng d’ADN bactérien)
montrent aussi des amplicons jusqu’a 50 pg d’ADN de I’espéce correspondante. La présence

d’ADN bactérien n’affecte donc pas les amplifications.
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Figure 6 : Tests de sensibilité pour chaque paire d’amorces spécifiques (humain, mouton,
beeuf, porc et poulet) amplifiant différentes quantités d’ADN de I’espéce correspondante. La
concentration d’ADN est distribuée de la fagon suivante : 10000 pg (2), 1000 pg (3), 500 pg
(4), 100 pg (5), 50 pg (6), 10 pg (7), 5 pg (8), 0.5 pg (9) et 0.1 pg (10). Les panneaux A et
A’ : en présence de la paire d’amorces Humito 1. Les panneaux B et B’ : en présence de la
paire d’amorces Ovmito 2. Les panneaux C et C’ : en présence de la paire d’amorces Bomito
2. Les panneaux D et D’ : en présence de la paire d’amorces Pomito 4. Les panneaux E et
E’ : en présence de la paire d’amorces Ckmitol. Puitsl: le marqueur de poids moléculaire A
Styl. Puits 11: contrdle négatif en présence d’ADN de souris. Puits 12 : controle de
contamination en présence d’eau. Les panneaux A, B, C, D et E: en absence d’ADN
bactérien. Les panneaux A’, B’, C’, D’ et E’ : en présence de 100 ng d’ADN bactérien. Les

nombres correspondent 4 la longueur des amplicons en nucléotides.
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3.5  Amplification des génes de 16S ARN ribosomaux dans les échantillons d’eaux
Afin de tester si 'ADN extrait des eaux de riviéres et des eaux usées contenait ou pas
des inhibiteurs de polymérase pour les réactions PCR, les genes de 16S ARN ribosomaux ont
été amplifiés. Les matiéres en suspensions ont été récupérées sur une membrane filtrante de
porosité 0,22 pm avant que I’ADN n’en soit extrait. Les quantités d’ADN total extraites
étaient les suivantes: 27 ng et 50 ng d’ADN de la riviére des Mille-iles, au niveau de
Rosemére (Laval), 300 ng et 450 ng d’ADN d’eau usée de Fabreville (Laval), et 450 ng
d’ADN d’eau usée d’Auteuil (Laval). Le PCR réalisé avec les amorces ciblant les genes 16S
ARN ribosomaux (ARNT) bactériens a montré que de I’ADN bactérien était présent dans tous

les échantillons, et que les réactions PCR étaient peu ou pas affectées (Fig. 7).

1 2345678910

Figure 7 : PCR de ’ADN extrait d’eau de riviéres et d’eau usée avec les amorces ARNr 16S
bactériens. Puit 1 : le marqueur de poids moléculaire A Siyl. Puits 2 : le contrdle positif en
présence d’ADN bactérien extrait d’un biofilm. Puits 3 et 4 : PCR avec 50 ng et 27 ng
d’ADN extrait d’eau de la riviére des Mille-iles au niveau de Sainte Rose. Puits 6 : PCR avec
400 ng d’ADN extrait d’eau usée de Fabreville. Puits 8 : PCR avec 300 ng d’ADN extrait
d’eau usée de Fabreville. Puits 10 : PCR avec 400 ng d’ADN extrait d’eau usée d’Auteuil.
Puits 5, 7: les contrdles négatifs en présence d’eau pure. Puits 9 : le contrdle négatif en

présence d’ADN de souris.
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3.6  Eau de riviéres

Le but de ce projet était d’appliquer la méthode moléculaire qui visait a identifier et
différencier les espéces a I’origine de la contamination fécale dans I'eau. Deux riviéres ont
été choisies pour appliquer cette méthode : la riviére des Mille-iles et la riviere I’ Assomption.
Deux échantillons ont été pris de la riviére des Mille-iles, au niveau de Sainte Rose, Laval,
(R1 le 19 avril 2006 et R2 le 7 juin 2006). Un autre échantillon a été prélevé de la riviére des
Mille-fles au niveau de Rosemére (MI le 23 aoiit 2006). Un échantillon a aussi été prélevé
de la station de filtration I’Assomption (AS1 le 17 juillet 2006) ainsi que deux autres
échantillons (AS2-N et AS2-S le 25 juillet 2006) ont été pris au nord et au sud de la riviére
I'Assomption a la hauteur de Repentigny. L’ADN a été extrait des échantillons d’eau. Le
tableau 2 montre les résultats obtenus suite aux amplifications PCR simples avec les amorces
spécifiques simples (Humito 1, Humito 3, Ovmito 2, Bomito 2, Pomito 4 et Ckmito 1) eten
présence des ADN extraits de chaque riviére et a chaque échantillonnage.

Les résultats du tableau 2 montrent qu’aucune espéce animale n’a été détectée dans
I’eau de riviére de Mille-iles au niveau de Sainte Rose suite & deux échantillonnages (R1 et
R2). Par contre, dans les échantillons provenant de I’eau de riviére de I’ Assomption (AS1,
AS2-N et AS2-S), PADN mitochondrial de beeuf et de poulet a été détecté. Le troisieme
échantillon provenant de I’eau de riviere de Mille-Iles (MI) au niveau de Rosemére, seul
I’ADN mitochondrial de I’humain et du poulet a été amplifié.

D’aprés les résultats obtenus avec le PCR simple, un PCR interne a ensuite été réalisé
avec 2 pl du produit du premier PCR (tableau 3). Dans I’eau de la riviére des Milles-iles au
niveau de Rosemere, en plus de ’ADN mitochondrial de I’humain et du poulet, le PCR
interne a permis de révéler la présence de I’ADN mitochondrial de porc, ce qui n’avait pas
eté observé avec le PCR simple. Pour les autres échantillons, les profils PCR simple et PCR

interne étaient identiques.
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Tableau 2 : Résultats obtenus a partir des amplifications faites en présence des amorces

spécifiques simples et de I’ADN extrait des eaux de riviéres.

[H1-G/H1-D| H3-G/H3-D | 02-G/02-D [B2-G/B2-D| P4-G/P4-D | Ck1-G/Ck1-D

Mille-lles (R1) - - - - - -
Mille-Iles (R2) - - - - - -
Assomption | - - - + - +
(AS1)
Assomption 2 Nord - - - + - +
AS2-N)
Assomption 2 Sud - - - + - +
(AS2-S)

Mille-Tles (MI) - + - - R ¥

+ = présence de I’espéce correspondante au amorces indiquées ; - = absence de I’espéce.

Tableau 3 : Résultats obtenus a partir des amplifications faites en présence des amorces

spécifiques internes et de 2 pl du produit du premier PCR.

H11- H3N- O2N- B2N- P4N- CKIN-
G/H11-D | G/H3N-D | G/O2N-D | G/B2N-D | G/P4N-D | G/CKIN-D

Mille-Iles (R1) - - - R - -
Mille-Iles (R2) - - R - - _
Assomption 1 - - - + - +
(AS1)

Assomption 2 Nord - - - + - +
(AS2-N)

Assomption 2 Sud - - - + - +
(AS2-S)

Mille-Iles (MI) - + - - (+) +

+ = présence de I’espéce correspondante au amorces indiquées ; - = absence de I’espéce.
(+) =différence entre le PCR simple et le PCR interne.
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3.7  Eaux usées

Des échantillons d’eaux usées ont été prélevés a la station d’épuration de Fabreville
(F1 le 9 mai 2006, F2 le 16 mai 2006 et F3 le 7 juin 2006) et & la station d’épuration
d’Auteuil (A1 le 19 avril 2006 et A2 le 7 juin 2006), et I’ADN total en a été extrait. Les
volumes d’eaux usées qui ont été filtrés sur une membrane filtrante en nylon de porosité 0.22
nm ont été les suivants : 300 ml de 1’échantillon F1, 289 mi de I’échantillon F2, 200 ml de
I’échantillon F3, 300 ml de I’échantillon Al et 300 ml de I’échantillon A2. L’eau dans
I’échantillon F3, provenant de la station d’épuration de Fabreville, était marquée par sa
couleur sombre et par la présence de débris a la différence des deux autres échantillons F1 et
F2, provenant de la méme place et prélevés a des jours différents. Le tableau 4 montre les
résultats obtenus suite aux amplifications PCR simples en utilisant les amorces spécifiques
simples (Humito 1, Humito 3, Ovmito 2, Bomito 2, Pomito 4 et Ckmito 1) et en présence des
ADN extraits de chaque échantillon. Le tableau 5 montre les résultats obtenus suite aux
amplifications PCR internes en utilisant les amorces spécifiques internes (Humito N 1,
Humito N 3, Ovmito N 2, Bomito N 2, Pomito N 4 et Ckmito N 1) et en présence de 2l du
produit du premier PCR.

L’amplification PCR de I’ADN extrait des eaux usées (affluents) de la station
d’Auteuil et de la station de Fabreville avec les amorces spécifiques simples a permis de
détecter avec succes les espéces suivantes : I’humain et le bovin dans les échantillonnages
Al, A2, F1 et F2; I’humain, le bovin et le poulet dans I’échantillonnage F3. A noter que
plusieurs quantités d’ADN allant de 50 ng jusqu’a 400 ng ont été testées pour arriver a ces
résultats. Pour ce qui est des amorces spécifiques internes (tableau 5), certains ADN
mitochondriaux qui n’ont pas pu étre détectés avec le PCR simple (tableau 4) ont été détectés
avec le PCR interne. En plus de I’ADN humain et du boeuf présents dans Al et A2 (eaux
usées d’ Auteuil), de ’ADN de mouton et de porc ont été détectés par les amorces spécifiques
internes. Dans les échantillons d’eaux usées de Fabreville F1 et F2, I’espéce ovine, en plus de
I’humain et du bovin, apparait avec le PCR interne. Finalement, pour I’échantillon F3, toutes

les especes ont été détectées avec le PCR interne.
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Tableau 4 : Résultats obtenus a partir des amplifications faites en présence des amorces

spécifiques simples et de I’ADN extrait des eaux usées.

H1-G/H1-D| H3-G/H3-D | 02-G/02-D [B2-G/B2-D| P4-G/P4-D |CK1-G/CK1-D
Auteuil 1 (A1) + + - + - -
Auteuil 2 (A2) + + - + - -
Fabreville 1 (F1) + + - + - -
Fabreville 2 (F2) + + - + - -
Fabreville 3 (F3) + + - + - +

+ = présence de I’espéce correspondante au amorces indiquées ; - = absence de I’espéce.

Tableau S : Résultats obtenus a partir des amplifications faites en présence des amorces

spécifiques internes et de 2 pl du produit du premier PCR.

HI11- H3N- O2N- B2N- P4N- CKIN-
G/H11-D [ G/H3N-D | G/O2N-D | G/B2N-D | G/P4N-D | G/CKIN-D
Auteuil 1 (A1) + + (+) + +) -
Auteuil 2 (A2) + + (+) + ) -
Fabreville 1 (F1) + + (+) + - -
Fabreville 2 (F2) + + (+) + - -
Fabreville 3 (F3) + + (+) + ) +

+ = présence de I’espéce correspondante au amorces indiquées ; - = absence de ’espéce.
(+) = différence entre le PCR simple et le PCR interne.
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3.8 Lisier de porc

L'ADN total d'environ 500 pl de lisier de porc brut ont été extraits et utilisé dans des
PCR simple et PCR interne (Fig. 8). Seul, I’ADN mitochondrial de porc a été détecté dans le
lisier. Le panneau A de la figure 8 montre une seule bande avec la paire d’amorces spécifique

Pomito 4 et une autre bande avec la paire d’amorces spécifique interne Pomito N-4 (panneau

B).

1 2345 6 7 8 1 2 3 4 5 6

723

643

Figure 8 : Amplification d’ADN mitochondrial de 500 ul du lisier de porc brut. A) PCR
simple avec les amorces Pomito 4 (2) Humito 3(3), Ovmito 2 (4), Bomito 2 (5) et Ckmito 1
(6). Puits 7 et 8 : controles négatifs. B) PCR interne avec les amorces internes Pomito N- 4
(2), Humito N- 3 (3), Ovmito N- 2 (4), Bomito N- 2 (5) et Ckmito N- 1 (6). Puits 1 : les

marqueurs de poids moléculaire A Styl.
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3.9 Persistance de PADN

Certains échantillons d’eau de riviéres et d’eaux usées ont été conservés a 4°C pour
plusieurs mois. L’ADN total de ces échantillons déja testés auparavant a été extrait et
I’amplification de I’ADN mitochondrial a été effectuée pour étudier Ia persistance de I’ADN
aprés plusieurs mois (7 a 9 mois plus tard). Les échantillons dont I’ADN a été extrait étaient :
I’échantillon F3 provenant de la station d’épuration de Fabreville, I’échantilion A2 provenant
de la station d’épuration d’Auteuil, I’échantillon AS1 provenant de la riviére I'Assomption et
I’échantillon MI provenant de la riviére des Mille-iles . Les échantillons ont été brassés avant
d’extraire la matiére retenue sur une membrane filtrante de 0,22 pm. Des PCR simples et
internes ont €té faits avec les amorces spécifiques a chacune des cinq espéces. Aucun des
PCR simples n'ont amplifié des séquences mitochondriales. Par contre, les PCR internes ont
amplifié ' ADN mitochondrial de certaines espéces (Fig. 9). Les résultats ont été comparés
avec ceux de PCR internes obtenus précédemment aux tableaux 3 et 5 sur les échantillons
d’eau (voir les résultats avec les échantillons F3, A2, AS1, et MI). Certains ADN ne sont pas
ressortis lors de la deuxieéme amplification : ’ADN de I’humain et du porc dans 1’échantillon
F3; PADN des cinq espéces dans I’échantillon A2 ; et I’ADN de porc dans I’échantillon M1.
Par contre, I’ADN mitochondrial de toutes les espéces a persisté dans I’échantillon ASI

(Tableau 6).
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Figure 9: PCR internes avec I’ADN extrait aprés quelques mois de conservation des
échantillons d’eau & 4°C. A) PCR interne en présence de I’ADN extrait de I’échantillon F3
provenant de la station d’épuration de Fabreville. B) PCR interne en présence de I’ADN
extrait de ’échantillon A2 provenant de la station d’épuration d’Auteuil. C) PCR interne en
présence de I’ADN extrait de I’échantillon AS1 provenant de la riviere I'’Assomption. D)
PCR interne en présence de I’ADN extrait de I’échantillon MI provenant de la riviére des
Mille-les. Les amorces spécifiques internes utilisées étaient Humito-11 (2), Ovmito N-2 (3),
Bomito N-2 (4), Pomito N-4 (5), Ckmito N-1 (6) et Humito N-3 (puits H). Puits 1: les

marqueurs de poids moléculaire A Styl. Puits 7 : contrdle positif.

Tableau 6 : Présence ou absence de I’ADN mitochondrial dans I’ADN des échantillons

d’eau aprés quelques mois de conservation

Humito 11 Ovmito N-2 Bomito N-2 Pomito N-4 Ckmito N-1
2006 | 2007 { 2006 | 2007 | 2006 | 2007 | 2006 | 2007 | 2006 | 2007
F3 + -) + + + + + ) + +
A2 R R
Asl - - - - + + - - + +
Ml - - - - - - + ) + +
+=la présence de ’espéce en étude ; - = I’absence de I’espéce en étude.

(-) = différence entre le résultat de PCR interne (été 2006) et le PCR interne (février 2007).
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3.10 Elaboration des amorces universelles

La détection de cinq différentes espéces dans un échantillon requiert 5 réactions de
PCR séparément, voire méme 5 autres avec I'approche des PCR internes. Pour simplifier ce
travail, la possibilité d’appliquer un seul PCR, capable de viser les 5 especes en méme temps
et en utilisant une seule paire d’amorces, s’est imposée comme étant un bon choix pour
amplifier les ADN mitochondriaux des cinq espéces. Pour ce faire, des amorces dites
universelles capables d’amplifier I’ADN mitochondrial des cinq espéces en méme temps ont
été élaborées.

La conception des amorces universelles s’est faite de la maniére suivante : les
séquences d’ADN mitochondrial de 1’humain, du mouton, du beeuf, du porc et de poulet ont
été alignées a I’aide du programme Clustal W. Des séquences communes aux cing espéces,
avec une longueur variant entre 18 et 24 pb et ayant de 45% a 55% en GC, ont été choisies.
Les quatre paires d’amorces universelles sélectionnées sont : Umito 1 (U1-G/ U1-D), Umito
2 (U2-G/ U2-D2), Umito 2’ (U2-G/ U2-D3), et Umito 3(U3-G/ U3-D). Le tableau 7 présenté
ci-dessous contient toutes les amorces universelles élaborées. Ces dernires ont aussi été
testées avec I’ADN extrait de chaque espéce. (Fig. 10). A noter que les régions Umito 2 et
Umito 2° partage la méme amorce de gauche (Umito 2-G), mais une amorce de droite
différente, ce qui résulte a un fragment plus long pour la région Umito 2'. Chaque paire
d’amorces universelle ciblant PADN mitochondrial n’a généré qu’une seule bande ayant la
longueur attendue lorsque mise en présence de I’ADN total extrait de I’espéce
correspondante. Seule la paire d’amorces universelle U3-G/U3-D en présence de I’ADN de
poulet, a généré une bande plus haute que la longueur attendue (panneau D, Puits 5). A noter
que I’amorce droite U3-D contient une dégénérescence (G/T) a cause de I’espece de poulet
qui présente dans I’alignement un nucléotide T 4 la place de G.

Pour vérifier la meilleure température d’hybridation avec les amorces universelles
Umito 1, des PCR ont été effectués avec douze températures d’hybridation comprises entre
48°C et 59°C. La température optimale observée a été entre 50°C et 55°C, puisqu’il y a eu
apparition des bandes plus intenses en les comparant avec les autres bandes obtenues
d’autres températures (Fig. 11). La température d’amplification 55°C, choisie comme

température optimale pour réaliser tous les PCR de ce projet, a été aussi choisie comme
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température optimale pour les PCR réalisés avec les amorces universelles

2, Umito 2’ et Umito 3.

Tableau 7 : Liste des amorces universelles

: Umito 1, Umito

Amorces universelles

Amplicon

Région Umito 1
Umito 1-G  5’- AAACTGGGATTAGATACCCCAC - 3’
Umito 1-D  5’- CTTACCWTGTTACGACTTG - 3’

506 pb

Région Umito 2
Umito 2-G  5’- AAGACGAGAAGACCCTRTGGA - 3°
Umito 2-D2 5’- GATTGCGCTGTTATCCCT — 3

235 pb

Région Umito 2'
Umito 2-G 5~ AAGACGAGAAGACCCTRTGGA - 3’
Umito 2-D3 5’-TGATCCAACATCGAGGTCGT - 3’

289 pb

Région Umito 3
Umito 3-G  5’- TAAGCTATCGGGCCCATACC - 3°
Umito 3-D  5’- TCTGGGAMTCAGAAGTG — 3’

401 pb
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Figure 10: Amplification PCR de I’ADN mitochondrial a partir de I’ADN total extrait des
cing especes avec les différentes amorces universelles. A : avec les amorces Ul1-G/U1-D. B :
avec les amorces U2-G/U2-D2. C : avec les amorces U2-G/U2-D3. D : avec les amorces U3-
G/U3-D. Puits 1 : en présence de I’ADN humain. Puits 2 : en présence de I’ADN ovin. Puits
3 : en présence de I’ADN bovin. Puits 4 : en présence de I’ADN porcin. Puits 5 : en présence

de I’ADN de poulet. Puits 6 : marqueur de poids moléculaire A Styl.
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Figure 11 : Amplification PCR & des températures d’hybridation différentes et avec les
amorces Umito 1 en présence de I’ADN humain (A), de mouton (B), du beeuf (C), du porc
(D) et du poulet (E). Les amplifications ont été effectuées a 48°C (2), 49°C (3), 50°C (4),
51°C (5), 52°C (6), 53°C (7), 54°C (8), 55°C (9), 56°C (10), 57° C (11), 58°C (12), 59°C

(13). Puits 1 : le marqueur de poids moléculaire A Styl. Puits 14-15 : contrdles négatifs.
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3.11 Elaboration des oligonucléotides

Tel que décrit dans le paragraphe précédant, les amorces universelles ciblent des
séquences communes du génome mitochondrial des cinq espéces. Ces amorces universelles
communes aux cinq espéces, bordent une ou des régions variables uniques a chaque espéce
(Fig. 12, 13, 14). Pour chaque région, un oligonucléotide représentant une séquence unique a
chaque espéce ont été choisies. Au total pour les 3 régions, 15 oligonucléotides de 50 a 57
nucléotides et avec un pourcentage en GC variant entre 30% et 42% ont été congus. Le
complément inverse de chacun de ces 15 oligonucléotides a également été développé. Ainsi,
pour chaque région, nous aurons deux oligonucléotides spécifiques a chaque espéce. Les
tableaux 8, 9 et 10 montrent les 15 oligonucléotides spécifiques a chaque espéce ainsi que
leurs compléments inverses indiqués sous le nom de DB-RC.

A noter aussi que la séquence des espéces prises deux a deux ont aussi été alignées
ensemble (humain/mouton, humain/beeuf, humain/porc, humain/poulet, mouton/bceuf,
mouton/porc, mouton/poulet, beeuf/porc, beeuf/poulet et porc/poulet) pour étre certain du

choix spécifique des oligonucléotides.



Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf | V00654 .1|
Porc|AF034253.1|
Poulet |AY235570.1]

Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|
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Umito1-G

CTGGGATTAGATACCCCACFATGCTTAGCCCTAAAC

ACGTTAGGTCAAGGTGTAGCHATAAACTGEYRAGARZ

.................. +JT...GA....G......
2 N -.T. .. PR ¢ PO

.TTTA. . 3. .C.
.rrrafpacd. adg.dd.).c .| A
1.7 AT, e Umitol1-D
-2 Jn.d.Jagre dr

—

- —
Séquence retenue

Figure 12: Alignement des cinq séquences mitochondriales ayant conduit aux amorces

universelles Umito 1 capables d’amplifier la région 1, et & la séquence spécifique de cette

région. Les points représentent les nucléotides communs 4 I'espéce humaine.
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/‘ Umito2-G

Humain|J01415 | GACGAGAAGACCCTATGGAfCTTTAA
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |[V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet |AY235570.1|

Humain|J01415 |
Mounton |AF010406.1 |
Boeuf | V00654.1 |
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|J01415 |
Mounton |AF010406.1 | . GA.TTTA.

Boeuf |V00654.1| . GA.TTTA.t

Porc|AF034253.1| H-g. . 3A.TTTA.|.
Poulet|AY235570.1|

Humain|J01415 |
Mounton |AF010406.1 |
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|Jo01415|
Mounton |AF010406.1 |
Boeuf |v00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|J01415| \ ’
Mounton |AF010406.1| : Umito2-D2 Umito2 -D3
Boeuf |V00654.1| ..

Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Figure 13: Alignement des cinq séquences mitochondriales ayant conduit aux amorces
universelles Umito 2 et Umito 2° capables d’amplifier la région 2 et la région 2°, et a la

séquence spécifique de cette région.



Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet |AY235570.1|

Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|Jo01415|
Mounton |AF010406.1 |
Boeuf | V00654 .1|
Porc|AF034253.1|
Poulet |AY235570.1|

Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1 |
Boeuf | V00654 .1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|

Humain|J01415 |
Mounton|AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet |AY235570.1|

Humain|J01415|
Mounton |AF010406.1|
Boeuf |V00654.1|
Porc|AF034253.1|
Poulet|AY235570.1|
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Umito3-G

[FAAGCTATCGGGCCCATACCECGAAAATGTTGGTT ATACCCTTCCCGTACTAA

'BIIIIIIIIIZIIIII

. .ACTATTIT. .
. sACTATTT. .C.C.ATAG.

.C.ATAG.

|

Umito3-D

Figure 14: Alignement des séquences mitochondriales ayant conduit aux amorces
universelles Umito 3 capables d’amplifier la région 3, et a la séquence spécifique de cette

région.
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Tableau 8 : Séquence des oligonucléotides spécifiques de la région 1

Région 1 limitée par U1-G / U1-D

Humain :

Humito1-U1-DB
GTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATAGAGG
Humito1-U1-DB-RC
CCTCTATATAAATGCGTAGGGGTTTTAGTTAAATGTCCTTTGAAGTATAC

Ovin :

Ovmitol-U1-DB
GTAAATATGATATACTTAAACCTATTTACATATATCAACCACACGAGAGG
Ovmitol1-U1-DB-RC
CCTCTCGTGTGGTTGATATATGTAAATAGGTTTAAGTATATCATATTTAC

Bovin :

Bomito1-U1-DB
AATAGATTCAGTGCATCTAACCCTATTTAAACGCACTAGCTACATGAGAG
Bomitol-U1-DB-RC
CTCTCATGTAGCTAGTGCGTTTAAATAGGGTTAGATGCACTGAATCTATT

Porc :

Pomitol1-U1-DB
CCTCAAGCATGTAGTAATAAAAATAACCTATATTCAATTACACAACCATGCAA
Pomito1-U1-DB-RC
CTTGCATGGTTGTGTAATTGAATATAGGTTATTTTTATTACTACATGCTTGAGG

Poulet :

CKmitol-U1-DB
TTCACAAGCCATCAACATCAATAAATATATACTTCCCCTCCCGGCTAAAGA
CKmitol-U1-DB-RC
TCTTTAGCCGGGAGGGGAAGTATATATTTATTGATGTTGATGGCTTGTGAA

Humito pour I’humain, Ovmito pour le mouton, Bomito pour le beeuf, Pomito pour le porc et
Ckmito pour le poulet. La lettre U désigne les amorces universelles. DB: dot blot. RC:

séquences compléments inverses.
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Tableau 9 : Séquence des oligonucléotides spécifiques de la région 2.

Région 2 : limitée par U2-G / U2-D2 et U2-G /U2-D3

Humain :

Humito2-U2-DB
AAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCATTAAAAA
Humito2-U2-DB-RC
TTTTTAATGCAGGTTTGGTAGTTTAGGACCTGTGGGTTTGTTAGGTACTGTTT

Ovin :

Ovmito2-U2-DB
GTAACTCAAGGAAAATAAATTCAACCACCAAGGGATAACAACACTCCTTA
Ovmito2-U2-DB-RC
TAAGGAGTGTTGTTATCCCTTGGTGGTTGAATTTATTTTCCTTGAGTTAC

Bovin :

Bomito2-U2-DB
CCAACCCAAAGAGAATAGATTTAACCATTAAGGAATAACAACAATCTCCATGA
Bomito2-U2-DB-RC
CTCATGGAGATTGTTGTTATTCCTTAATGGTTAAATCTATTCTCTTTGGGTTGG

Porcin :

Pomito2-U2-DB
CCAAAAGTTAAACAACTCAACCACAAAGGGATAAAACATAACTTAACATGGAC
Pomito2-U2-DB
GCTAGTCCATGTTAAGTTATGTTTTATCCCTTTGTGGTTGAGTTGTTTAACTTTT

Poulet :

CKmito2-U2-DB
TTCACTAAGACCAACTCCTCAAAGTACCAACAGTAACCAGACCCAATATAA
CKmito2-U2-DB-RC
TTATATTGGGTCTGGTTACTGTTGGTACTTTGAGGAGTTGGTCTTAGTGAA
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Tableau 10 : Séquence des oligonucléotides spécifiques de la région 3.

Région 3 : limité par U3-G / U3-D

Humain :

Humito3-U3-DB
TCGCACTGATTTTTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTT
Humito3-U3-DB-RC
AAAGCTAGCATGTTTATTTCTAGGCCTACTCAGGTAAAAAATCAGTGCGA

Ovin :

Ovmito3-U3-DB
AACCGTTATACTTGGAACCATTATCGTTATGATTAGCACCCACTGATTGCTCAT
Ovmito3-U3-DB-RC
ATGAGCAATCAGTGGGTGCTAATCATAACGATAATGGTTCCAAGTATAACGGTT

Bovin :

Bomito3-U3-DB
CTACTAACCATTATACTAGGAACTATTATTGTCATAATCAGTTCTCACTG
Bomito3-U3-DB-RC
CAGTGAGAACTGATTATGACAATAATAGTTCCTAGTATAATGGTTAGTAG

Porcin :

Pomito3-U3-DB
CACTACCCTTATCATAACAGTAATGTCCGGAACCATACTAGTAATAATCAGCT
Pomito3-U3-DB-RC
AGCTGATTATTACTAGTATGGTTCCGGACATTACTGTTATGATAAGGGTAGTG

Poulet :

CKmito3-U3-DB
AAAACTAATCTGCACAGTAAGCCTCATCATGGGAACCAGCATCACAATCT
CKmito3-U3-DB-RC
AGATTGTGATGCTGGTTCCCATGATGAGGCTTACTGTGCAGATTAGTTTT
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3.12  Application du dot blot

Les amorces universelles ont permis en une seule réaction PCR d’amplifier ’ADN
mitochondrial présent dans I’échantillon d’eau en analyse. La discrimination des espéces a
€té faite par expériences de dot blot. Pour ce faire, les oligonucléotides spécifiques a chaque
espéce, ainsi que leurs compléments inverses ont été fixés sur des membranes de nylon
(environ 7 cm de largeur et 5.5 cm de longueur) tel que schématisé dans la figure 15. La
membrane présentait 5 lignes : les oligonucléotides spécifiques a I’espéce humaine ont été
fixés sur la premiére ligne, les oligonucléotides spécifiques a I’espéce ovine ont été fixés sur
la deuxiéme ligne, Les oligonucléotides spécifiques a I’espéce bovine ont été fixés sur la
troisieme ligne, les oligonucléotides spécifiques a I’espéce porcine ont été fixés sur la
quatrieme ligne et les oligonucléotides spécifiques du poulet ont été fixés sur la cinquieéme
ligne.

Lors des amplifications PCR avec les différentes amorces universelles, l'ajout d'un
nucléotide marqué au DIG a permis de dériver des amplicons qui ont servi de sondes. Par
exemple, si le produit de PCR contenait des séquences humaines et ovines, seuls les

oligonucléotides spécifiques & I’humain et I’ovin ont hybridé sur la membrane.
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1 1-Ci 2 2-Ci 3-Ci
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Figure 15 : Modéle d’une membrane en nylon utilisée pour I’expérience du dot blot. Ligne
H : les oligonucléotides spécifiques de ’humain. Ligne O : les oligonucléotides spécifiques
au mouton. Ligne B: les oligonucléotides spécifiques au boeuf. Ligne P : les oligonucléotides
spécifiques au porc. Ligne Ck : les oligonucléotides spécifiques au poulet. Colonne 1 : les
oligonucléotides appartenant & la région 1. Colonne 1-Ci: les compléments inverses des
oligonucléotides de la région 1. Colonne 2 : les oligonucléotides appartenant a Ia région 2.
Colonne 2-Ci : les compléments inverses des oligonucléotides de la région 2. Colonne 3 : les
oligonucléotides appartenant & la région 3. Colonne 3-Ci : les compléments inverses des

oligonucléotides de la région 3.



51

3.13 Hybridation ADN/ADN des tissus spécifiques

Chacune des 4 paires d'amorces universelles a été utilisée sur les ADN extraits de
chaque espéce (humain, mouton, beeuf, porc et poulet). Les vingt amplicons marqués au DIG
ont hybridé séparément sur les membranes.

Les oligonucléotides de la région 1 ont été spécifiques a chaque espéce (Fig. 16).
Aucune hybridation croisée n’a eu lieu entre les especes ainsi qu’entre les régions. La
révélation de 16 heures n’a révélé que 2 spots suite a I’hybridation avec les 2
oligonucléotides (chaque oligonucléotide et son complément inverse) spécifiques a ’espéce.

De la méme fagon, I’étude de la spécificité des oligonucléotides a été faite avec la
région 2. Les oligonucléotides de la région 2 ont été spécifiques a chaque espéce (Fig. 17).
Aucune hybridation croisée n’a eu lieu entre les especes ainsi qu’entre les régions avec les
sondes contenant I’ADN spécifique de I’humain, du mouton, de porc et du poulet. La sonde
contenant Umito2 et 'ADN de beeuf a été légérement hybridée avec I’oligonucléotide
inverse de P’espéce de porc (2-Ci). Ce résultat est apparu apres plusieurs heures de révélation
(16 heures). La révélation n’a montré aucune hybridation croisée.

Les oligonucléotides de la région 2° ont été spécifiques a chaque espéce. Aucune
hybridation croisée n’a eu lieu entre les espéces ainsi qu’entre les régions. Les
oligonucléotides de la région 2’ ont été spécifiques a chaque espéce (Fig. 18). La révélation
de 16 heures n’a révélé que 2 spots suite a I’hybridation avec les 2 oligonucléotides (chaque
oligonucléotide et son complément inverse) spécifiques a I’espéce.

De la méme fagon, I’étude de la spécificité des oligonucléotides a été faite avec la
région 3 (Fig. 19). Aucune hybridation croisée n’a eu lieu entre les especes ainsi qu’entre les
régions avec les sondes contenant I’ADN spécifique du beeuf, du porc et du poulet. La sonde
contenant Umito3 et I’ADN humain a été légérement hybridée avec les oligonucléotides de
I’espéce de porc et du mouton. Ce résultat n’est apparu qu’aprés plusieurs heures de
révélation (16 heures). Dans les deux premiéres heures aucune hybridation croisée n’a été
remarquee. Par contre, la méme révélation a montré avec les autres especes 2 spots suite a
’hybridation avec les 2 oligonucléotides (chaque oligonucléotide et son complément
inverse).

Apres plusieurs essais, il a été bien important de respecter trois régles dans le

protocole de dot blot pour éliminer les réactions croisées: 1- augmenter le temps de
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préhybridation de la membrane ; 2- respecter les étapes de lavages (voir matériel et

méthodes : 2.9 et 2.10) et surtout le lavage le plus stringent avec la solution 0,1X SSPE, SDS

0,1 %, 3- révéler seulement deux heures.
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Figure 16 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur

chaque membrane et les sondes préparées a partir des PCR marqués au DIG contenant la

paire d’amorces Umito 1 et de I’ADN extrait de chaque espéce. A) humain. B) mouton. O)

boeuf. D) porc. E) poulet. Voir figure 15 pour le gabarit des membranes. (+) : test positif.

Durée de révélation= 16 heures.
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Figure 17 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir des PCR marqués au DIG contenant la
paire d’amorces Umito 2 et de I’ADN de chaque espéce. A) humain. B) mouton. C) boeuf.

D) porc. E) poulet. Voir figure 15 pour le gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de

révélation= 16 heures.
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Figure 18 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir des PCR marqués au DIG contenant la
paire d’amorces Umito 2’ et de I’ADN de chaque espéce. A) humain. B) mouton. C) boeuf.
D) porc. E) poulet. Voir figure 15 pour le gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de

révélation = 16 heures.
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Figure 19 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir des PCR marqués au DIG contenant la
paire d’amorces Umito 3 et de I’ADN de chaque espéce. A) humain. B) mouton. C) boeuf.

D) porc. E) poulet. Voir figure 15 pour le gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de

révélation = 16 heures.
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3.14 Hybridation ADN/ADN des échantillons d’eaux

Les expériences dot blot ont été appliquées sur des échantillons d’eaux de riviéres:
riviere des Mille-iles au niveau de Sainte Rose (R), riviére I'Assomption (Asl) et riviére des
Mille-fles (MI) au niveau de Rosemeére; et d’eaux usées : station d’épuration d’Auteuil (A1 et
A2) et station d’épuration de Fabreville (F1, F2 et F3). Des amplifications PCR (avec
marquage au DIG) avec les paires d’amorces universelles ont été effectuées sur de I’ADN
extrait de ces échantillons. Par la suite, des hybridations sur des membranes dot blot ont été

réalisées pour déterminer la présence ou I’absence de chaque espéce.

3.14.1 Région Umitol

La technique de dot blot a révélé la présence de ’humain, le mouton, le beeuf et le
porc dans les eaux usées de la station d’Auteuil (Fig. 20). L’eau de la riviére I’ Assomption
(niveau Repentigny) contenait I’ADN du beeuf et du poulet. L’eau de riviére des Mille-iles
au niveau de Rosemére contenait I’ADN de I’humain, du porc et du poulet. Les eaux usées de
la station de Fabreville ont montré des résultats dépendamment de I’échantillonnage.
L’échantillon F1 contenait 3 espéces: I’humain, ’ovin, et le bovin. L’échantillon F3
contenait les cinq espéces.

Une analyse comparative entre la technique dot blot et celle du PCR interne avec les
amorces spécifiques internes (Tableau 11) a été faite pour évaluer les résultats. La technique
de dot blot a révélé les mémes résultats que le PCR interne appliqué sur les échantillons

d’eaux.
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Figure 20 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir de I’ ADN extrait de différents échantillons
d’eaux Al, F1, F3, Asl et MI et les amorces Umito 1. A1) premier échantillonnage des eaux
usées d’Auteuil. F1) premier échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. F3) troisieme échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. Asl) riviére I'Assomption. MI) riviére des Mille-iles. Voir figure 15 pour le

gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de révélation = 16 heures.
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Tableau 11 : Analyse comparative entre le PCR interne et le dot blot réalisée avec la sonde

contenant la paire d’amorces Umito] et de PADN extrait des échantillons.

Auteuil Al Fabreville F1 | Fabreville F3 | Assomption | Mille-Iles MI

Espéces As
DB | PCRi| DB | PCRi| DB | PCRi | DB | PCRi | DB | PCRi
Humain | + + + + + + - - + +
Ovin + + + + + + - - - -
Bovin + + + + + + + + - _
Porcin + + - - + + - - + n
Poulet - - - - + + + + + +

+ = présence de I’espéce; - = absence de I’espéce.

3.14.2 Région Umito2

La technique de dot blot a révélé la présence de I’humain, du mouton, du beeuf et du
porc dans les eaux usées de la station d’Auteuil (A2) (Fig. 21). L’eau de riviére de
I’Assomption Asl (niveau Repentigny) contenait I’ADN du beceuf, du porc et du poulet.
L’eau de riviére des Mille-fles (MI) contenait I’ADN de I’humain, du porc et du poulet. Les
eaux usées de la station de Fabreville ont montré des résultats dépendamment de
Péchantillonnage. L’échantillon F2 contenait 4 espéces: I’humain, ovin, le bovin et le
porcin. L’échantillon F3 contenait les cinq espéces.

Deux différences ont été remarquées avec les résultats obtenus dans le PCR interne
(Tableau 12). Avec la technique de dot blot, les eaux usées de la station de Fabreville (F2)
contenait I’espéce de porc tandis que le résultat de PCR interne n’a pas montré cela. L’eau de
riviére de I’Assomption (niveau Repentigny) contenait I’ADN de porc ce qui n'a pas été

révélé avec le PCR interne.
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Figure 21 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir de I’ADN extrait de différents échantillons
d’eaux A2, F2, F3, Asl et MI et les amorces Umito 2. A2) deuxiéme échantillonnage des
eaux usées d’Auteuil. F2) second échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. F3) troisieme échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. Asl) riviere I'Assomption. MI riviére des Mille-iles. Voir figure 15 pour le

gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de révélation = 16 heures.
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Tableau 12 : Analyse comparative entre le PCR interne et le dot blot réalisée avec la sonde

contenant la paire d’amorces Umito2 et I’ADN extrait de certains échantillons d’eau.

Espéces | Auteuil A2 Fabreville F2 | Fabreville F3 | Assomption | Mille-lles MI
As

DB | PCRi | DB | PCRi| DB | PCRi | DB [ PCRi | DB | PCR;
Humain| + + + + + + - - + +
Ovin + + + + + + - - - -
Bovin + + + + + + + + - R
Porcin + + (+) - + + (+) - + +
Poulet - - - - + + + + + +

+ = présence de I’espéce; - = absence de I’espéce.
(+) = différence entre le résultat de PCR interne et le résultat de dot blot (DB).

3.14.3 Région Umito2'

La technique de dot blot a révélé la présence de I’humain, le mouton, le beeuf et le
porc dans les eaux usées de la station d’Auteuil (A1) (Fig. 22). L’eau de riviére de
I’Assomption Asl (niveau Repentigny) contenait I’ADN du beeuf, du porc et du poulet.
L’eau de riviére des Mille-iles au niveau de Rosemére (MI) contenait I’ADN de I’humain, du
porc et du poulet. Les eaux usées de la station de Fabreville ont montré des résultats
dépendamment de I’échantillonnage. L’échantillon F2 contenait 4 especes : I’humain, I’ovin,
le bovin et le porcin. L’échantillon F3 contenait les cing espeéces.

La technique de dot blot, appliquée avec la paire d’amorces Umito 2°, a révélé les
mémes différences obtenues avec la paire d’amorces Umito 2 en les comparant avec le PCR
interne (Tableau 13). Les eaux usées de la station d’Auteuil étaient contaminées par I’ADN
de porc. L’eau de riviére de I’Assomption (niveau Repentigny) contenait aussi I’ADN de

porc.
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Figure 22 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir de I’ADN extrait de différents échantillons
d’eaux Al, F1, F3, Asl et Ml et les amorces Umito 2’. A1) premier échantillonnage des eaux
usées d’Auteuil. F1) premier échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. F3) troisiéme échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. Asl) riviére I'Assomption. MI) riviere des Mille-iles. Voir figure 15 pour le

gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de révélation = 16 heures.
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Tableau 13 : Analyse comparative entre le PCR interne et le dot blot réalisé avec la sonde

contenant la paire d’amorces Umito2’et I’ADN extrait de certains échantillons.

Espéces | Auteuil Al Fabreville F1 | Fabreville F3 | Assomption | Mille-Iles MI
As

DB [ PCRi| DB | PCRi| DB | PCRi | DB [ PCRi | DB | PCRi
Humain + + + + + + - - + +
Ovin + + + + + + - - - -
Bovin + + + + + + + + - -
Porcin + + +) - + + +) - + +
Poulet - - - - + + + + + +

+ = présence de I’espéce; - = absence de ’espéce.
(t) = différence entre le résultat de PCR interne et le résultat de dot blot (DB).

3.14.4 Région Umito3

La technique de dot blot, appliquée avec la paire d’amorces Umito 3, a montré la
présence de I’humain, le mouton, le beeuf et le porc dans les eaux usées de la station
d’Auteuil (A2) (Fig. 23). L’eau de riviére de I’Assomption Asl (niveau Repentigny)
contenait I’ADN du beeuf, du porc et du poulet. L’eau de riviere des Mille-iles MI) au
niveau de Rosemére contenait I’ADN de I’humain, du porc et du poulet. Les eaux usées de la
station de Fabreville a montré des résultats dépendamment de I’échantillonnage.
L’échantillon F2 contenait 4 espéces : I’humain, I’ovin, le bovin et le porcin. L’échantillon
F3 contenait les cinq espéces.

Deux différences ont été remarquées avec les résultats obtenus dans le PCR interne
(Tableau 14). Avec la technique de dot blot, les eaux usées de la station de Fabreville (F2)
contenait I’espéce de porc tandis que le résultat de PCR interne n’a pas montré cela. L’eau de
riviere de I’Assomption (niveau Repentigny) contenait I’ADN de porc ce qui n'a pas été

révélé avec le PCR interne.
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Figure 23 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur
chaque membrane et les sondes préparées a partir de I’ADN extrait de différents échantillons
d’eaux A2, F2, F3, Asl et MI et les amorces Umito 3. A2) second échantillonnage des eaux
usées d’Auteuil. F2) second échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. F3) troisiéme échantillonnage des eaux usées de la station d’épuration de
Fabreville. Asl) riviére I'Assomption. MI) riviere des Mille-iles. Voir figure 15 pour le

gabarit des membranes. (+) : test positif. Durée de révélation = 16 heures.
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Tableau 14 : Analyse comparative entre le PCR interne et le dot blot réalisée avec la sonde

contenant la paire d’amorces Umito3 et I’ADN extrait de certains échantillons.

Espéces | Auteuil Al Fabreville F2 | Fabreville F3 | Assomption As | Mille-Iles MI
DB | PCRi} DB | PCRi| DB | PCRi | DB PCRi | DB | PCRi
Humain | + + + + + + - - + +
Ovin + + + + + + - - - -
Bovin + + + + + + + + - -
Porcin + + ) - + + +) - + +
Poulet - - - - + + + + + +

+ = présence de ’espéce; - = absence de I’espéce.
(+) = différence entre le résultat de PCR interne et le résultat de dot blot (DB).




3.14.5 Riviére de Mille-fles

Aucune hybridation n’a été observée avec I'échantillon de riviere de Mille-iles au

niveau de Sainte Rose avec les 4 sondes (Fig. 24). Ce résultat a confirmé les résultats obtenus

avec le PCR interne appliqué sur ’eau de la riviére des Mille-iles (Tableau 3, échantillons R1

et R2).
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Figure 24 : Hybridation ADN/ADN entre les 30 oligonucléotides spécifiques fixés sur

chaque membrane et les sondes préparées a partir de I’ADN extrait de 1’eau de riviere de

Mille-fles au niveau de Sainte Rose. Les régions représentées par les sondes étaient : A)

Umito 1, B) Umito 2, C) Umito 2’ et D) Umito 3. Voir figure 15 pour le gabarit des

membranes. (+) : test positif. Durée de révélation = 16 heures.



66

CHAPITRE 4: DISCUSSION

4.1 Choix des amorces spécifiques

Comme les amplifications prévues étaient de type PCR simple et PCR interne, il a été
important de développer des amorces spécifiques & chacune des cinq espéces. Des séquences
spécifiques d’ADN mitochondrial ont été utilisées pour élaborer ces amorces. Il a aussi été
important de développer des amorces avec des températures d’appariement le plus possible
semblables, tout en respectant la longueur idéale des amorces et la concentration en GC.
Idéalement, le contenu en GC devrait étre entre 35% et 60% et la longueur des amorces
devait €tre comprise entre 18 pb et 30 pb (Elnifro ef al., 2000; Calvo ef al., 2002).

Cette étude a respecté ces normes : toutes les amorces présentes dans le Tableau 1
présentaient une longueur située entre 18 et 24 pb et un pourcentage en GC variant entre 45%
et 55%. Les résultats obtenus aprés les diverses amplifications prouvent que le choix des
amorces spécifiques simples et internes était judicieux et que chaque paire d’amorces
spécifiques, ciblant P’ADN mitochondrial, n’a généré qu’une seule bande ayant la longueur

attendue en présence de I’ADN total extrait de I’espéce correspondante.

4.2 Choix des riviéres

Deux riviéres ont été choisies pour appliquer cette méthode moléculaire qui visait a
identifier et différencier les espéces a ’origine de la contamination fécale dans l'eau : la
riviere des Mille-fles et la riviére I’ Assomption. Ces riviéres ne sont pas loin de la ville de
Montréal (voir Annexe 2). La riviére 1’Assomption contient beaucoup de sédiments en
suspension. Elle fait face a de graves problémes causés par la pollution agricole diffuse
provenant des méga-porcheries et par les effluents municipaux non traités de la ville de
Joliette (Payment er l., 1988; Saint-Laurent Vision 2000, 2002). Donc la qualité de I’eau de
cette riviére et de ses tributaires se dégrade au fur et a mesure qu’elle descend vers son
embouchure a Repentigny (Saint-Laurent Vision 2000, 2002). A noter que les prélévements
ont été faits a des jours différents et des heures différentes pour prendre en considération la

quantité des rejets des secteurs résidentiels, qui a lieu avant ’heure de midi. En outre, une
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étude faite a cet endroit par Payment ef al. (1998) a mesuré et conclu la présence de virus
entériques humains, et de réovirus.

Quant 4 la riviére des Mille-les, elle subit I’effet de plusieurs formes de pollution et
la dégradation de sa qualité de I’eau est principalement due aux rejets urbains (Babineau ef
al., 1998). Payment (2006) a observé que les microorganismes pathogénes étaient présents en
nombre relativement élevé partout dans la riviere des Mille-iles. D’autres études ont aussi
remarqué que les eaux de la riviére des Mille-iles sont généralement impropres a la baignade,
par temps sec comme par temps de pluie (Environnement Québec, 2004).

Au cours des derniéres années, d’importants volumes d’eaux usées ont été rejetés
dans la riviére des Mille-fles, sans aucun traitement préalable ou aprés un traitement partiel.
De plus, dans certaines circonstances, tel qu’un dysfonctionnement d’équipements, des eaux
usées ont été rejetées sans avoir subi toutes les étapes de traitement, notamment la
désinfection. Donc, les différentes formes de pollution ont dégradé de fagon significative la
qualité de I’eau de la riviére des Mille-iles (Babineau er al., 1998). Par exemple, en 2005, il y
a eu des déversements d’eaux usées non traitées ou non désinfectées dans I’eau de la riviere
des Mille-iles causés par divers problémes; & St-Eustache, a I’entrée de la station d’épuration
en raison de problémes avec les filtres ; a Auteuil, secteur Sainte-Rose, en raison d’un bris
majeur du systtme de désinfection aux UV ; dans le secteur Fabreville et 4 Rosemeére-
Lorraine, en raison de surcharges hydrauliques (Environnement Québec, 2007). Dans cette
riviere, I’échantillonnage a été fait au niveau du parc des Mille-fles ou la couleur de ’eau
¢tait sombre et présentait de sédiments en suspension. Cet endroit est considéré comme un

milieu récréotouristique.

4.3  Amplification de ’ADN mitochondrial dans ’eau des riviéres

Les séquences cibles d’ADN mitochondrial présentes dans chacune des deux riviéres
(Mille-iles et I'Assomption) ont été amplifiées par PCR simple puis par PCR interne. Cette
deuxiéme amplification a pour avantage d’augmenter la sensibilité et la spécificité. En plus
de ’ADN mitochondrial de I’humain et du poulet dans 1’eau de la riviére des Mille-les, le
PCR interne a permis de révéler la présence de I’ADN mitochondrial du porc. Par la suite,
Iapplication de la technique dot blot a aussi confirmé ces résultats. La riviére des Mille les

est une des voies que prend la Riviere des Outaouais au sud-ouest du Québec. Plusieurs
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municipalités bordent cette riviére, telles que la municipalité de Deux-Montagnes, de St-
Eustache, de Boibriand, d’Auteuil, de Ste-Thérése, de Blainville, de Rosemére et de
Terrebone. 1l aurait donc trés bien pu y avoir présence de contamination humaine due aux
rejets d’eaux usées parfois non traitées ou aux surverses et aux débordements d’égouts lors
d’orage. De plus, la date du prélévement (Ie 23 aot), temps ou plusieurs espéces d’oiseaux
sont présentes sur la riviére, peut étre une des causes de la contamination par une espéce
d’oiseau (ou espéce de poulet). Par exemple, en se basant sur les empreintes génétiques et la
résistance aux antibiotiques et en utilisant le REP-PCR, Edge ef al., (2005) ont lié la présence
de E. coli dans les eaux urbaines de Toronto, sur le lac Ontario & une contamination fécale
lie aux oiseaux. Plus de 6000 souches de E. coli ont été identifiées des eaux de plages, du
sable et des eaux usées. Leurs résultats ont montré que les oiseaux étaient responsables en
grande partie de la contamination fécale dans ce milieu. Edge er al. (2005) ont lié cette
contamination 4 la présence d’un grand nombre de goélands et d’oies sur ces plages.

La riviére I’ Assomption souffre de problémes causés par la pollution agricole diffuse
telle la présence de fermes d’élevage aux alentours. Les échantillons ont été pris en été (26
Juillet 2006). L’un des échantillons provenait du nord de la riviere (a ’angle des rues du Bas
Assomption Nord et rue Godfrint) et I’autre au sud de la riviere (a I’angle des rues Notre
Dame et Archambault). En bordure de la riviere, il y a des fermes d’élevage pouvant
expliquer la présence des ADN mitochondriaux de beeuf et de poulet détectés par
amplification PCR et la présence des ADN mitochondriaux de porc détectés par la technique
de dot blot. Nos résultats correspondent aux données disponibles sur le bassin de la riviére
I’ Assomption, qui comprend la ville de Joliette ainsi que la ville de Repentigny et qui, selon
Environnement Québec (2003), comporte environ 73 000 unités animales dont 52% sont des
porcs, 26% sont des bovins, et 20% sont des volailles. L’analyse de I’échantillon pris de la
riviére des Milles-iles, au niveau de Sainte Rose n’a révélé aucune des espéces suggérant une

absence de contamination fécale récente.

4.5  Amoplification de PADN mitochondrial dans les eaux usées
L’ADN mitochondrial humain, ovin, bovin et porcin ont été détecté dans I’affluent de
la station d’épuration d’Auteuil. La présence d’ADN humain est attendue dans telles stations

traitant les eaux usées. Par contre, la présence d’ADN de mouton, de beeuf et de porc est
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inattendue et surprenante. En effet, la station d’Auteuil traite des eaux provenant des secteurs
résidentiels, mais il est fort possible qu’elle recoive parfois des rejets agricoles ou des
déchets de certaines fermes d’élevages. Cela peut €tre le cas dans la station d’épuration de
Fabreville. L’amplification PCR a montré la présence de trois espéces dans les deux premiers
échantillonnages a Fabreville (F1 et F2) : I’humain, le mouton et le beeuf. Par la suite, le dot
blot a détecté la présence du porc en plus des trois espéces déterminées par PCR. Au
troisiéme échantillonnage (F3), il y a eu détection des cinq espéces en méme temps. Lors de
notre troisiéme échantillonnage (le 7 juin 2006), un employé de la station de Fabreville nous
a mentionné qu’il y a eu un déversement d’une citerne d’origine inconnue. 11 est fort possible
que ce déversement contienne des résidus de viandes d’abattoirs ou des déchets animaux
appartenant a I’espéce de porc et de poulet. Il est aussi possible qu’il s’agisse de résidus de
viandes jetés dans le broyeur a déchets dont sont €quipés les éviers de cuisine de certaines
maisons. En plus, cela peut étre expliqué par le fait que certaines traces d’ADN animal
peuvent se retrouver dans les féces humaines suite a la consommation de viande. En utilisant
la technique de PCR multiplex en temps réel, Caldwell et al. (2007) ont rapporté que sur
quatre volontaires ayant consommé de la viande de beeuf au cours des derniéres 24 heures,
des signaux résiduels de beeuf ont pu étre détectés chez deux d’entre eux. Par contre, aucune
trace d’ADN de porc n’a pu étre trouvée dans les feces des volontaires ayant mangé de la

viande de cet animal.

4.6  Amplification de PADN mitochondrial en présence d’ADN bactérien

Les tests de sensibilité faits en amplifiant différentes quantités d’ADN avec et sans
ADN bactérien (100 ng d’ADN bactérien) ont été semblables. Dans les deux conditions, les
amplicons ont été observés jusqu’a une concentration de 50 pg d’ADN de Iespéce
correspondante. La présence d’ADN bactérien n’a donc pas affecté les amplifications. Une
grande quantité d’ADN total (jusqu’a 450 ng) a été requise lors des amplifications de I’ADN
mitochondrial présents dans les eaux usées. Au dela de 450 ng d’ADN total, les
amplifications n’ont pas fonctionné. Toutefois, les concentrations d’ADN utilisées dans
toutes nos expériences étaient constamment inférieures a 450 ng. Donc, la présence d’ADN
bactérien n’a pas affecté nos amplifications avec les concentrations d’ADN total utilisées.

Selon Machiels et al. (2000), un excés d’ADN inhibe les réactions de PCR. Par exemple, le
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pourcentage d’ADN humain dans les féces humaines se situe habituellement entre 0.06% et
46% (Machiels er al., 2000). Cette grande différence entre ces deux valeurs est due a
I’abondance de la microflore intestinale présente dans les féces humaines. Dans notre cas,
Pinhibition de Pamplification PCR a eu lieu lorsque la concentration d’ADN total a été plus

que 450 ng.

4.7  Détection et persistance de PADN aprés quelques mois

Comparé a ’ADN génomique, I’ADN mitochondrial est considéré résistant a cause
de sa durée de vie assez longue, de sa petite taille, sa structure circulaire et sa protection dans
la mitochondrie (Ingman ef al., 2000). Cependant, la stabilité de I’ADN mitochondrial peut
tout de méme étre influencée par certaines conditions environnementales et la présence de
DNase. Tous ces facteurs peuvent expliquer la persistance et la disparition de I’ADN
mitochondrial dans certains des échantillons d’eaux usées ou d’eaux de riviéres retestés aprés
7 a9 mois de préservation a 4°C. Cela constitue un avantage pour cette méthode moléculaire,
puisqu’elle est basée sur la détection de I’ADN mitochondrial dans I’eau. Cette grande
stabilité peut étre en méme temps un désavantage puisque les résultats obtenus peuvent ne
pas refléter une contamination récente, mais au moins, dans ce cas, cette derniére sera

détectée.

4.8 Une méthode différente des méthodes traditionnelles

Cette méthode moléculaire, développée a I’'INRS-Institut Armand-Frappier, a été la
premiére a utiliser ’ADN mitochondrial comme marqueur génétique pour détecter I’espéce
en cause d’une contamination fécale (Martellini ef al., 2005). Jusqu’a présent, et selon les
publications, aucune méthode permettant de détecter une contamination fécale n'a pu
identifier toutes les sources de contamination possible. Certaines détectent la présence de
microorganismes indicateurs ou se basent sur la comparaison de profil génotypiques ou
phénotypiques par rapport a des bases de données présentes dans certaines banques de
référence (Edge et Schaefer, 2006). Ces méthodes sont limitées puisqu’elles peuvent
seulement identifier les espéces répertoriées présentement dans les banques de données. Par
exemple, celles qui reposent sur £ .coli ont un taux de classification inexacte et nécessitent

des banques de matériel de plus en plus importantes pour étre capable de présenter toute la
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diversité des isolats de E. coli résultant des différentes sources de contamination fécale
(Griffith ef al., 2003). En plus, ces méthodes ne permettent pas de distinguer I’origine de la
contamination fécale dans I’eau en identifiant I’espéce animale en cause. Par ailleurs, les
méthodes sans banques de données de référence, comme celles se fondant sur les Bacteroides
sp., exigent une évaluation plus poussée de la spécificité des hotes et doivent étre testées
davantage sur le terrain (Stewart ef al., 2007).

Griffith er al. (2003) ont présenté les résultats obtenus par 22 laboratoires utilisant 12
méthodes différentes pour détecter la source d’une contamination fécale. Ces laboratoires ont
regu des échantillons d’eaux contaminées et chaque échantillon contenait une a trois des cing
possibilités de source de contamination fécale (humaine, de chien, de beeuf ou de goéland, ou
d’eaux usées). Aucune méthode n’a permis d’identifier complétement toutes les sources de
contamination fécale. Les méthodes utilisant les coliphages F+ ont pu identifier I’échantillon
contaminé par les eaux usées. Les méthodes qui se sont appuyées sur la banque de données
ont déterminé la source de contamination dominante mais il y avait beaucoup de faux
positifs. Les méthodes fondées sur les génotypes avaient des résultats plus fiables que celles
basées sur les phénotypes. Seule la méthode utilisant le PCR a pu différencier entre la source
de contamination fécale humaine et non humaine. S’il y avait des amorces spécifiques aux
espéces animales, la détection aurait pu étre faite avec succes.

Certaines méthodes sont limitées et dépendantes. Les méthodes se basant sur
I’amplification de marqueurs génétiques spécifiques a P’espéce peuvent identifier autant
d’especes que le permettent les amorces disponibles. Et grice aux progrés rapides réalisés ces
derniéres années par les recherches biotechnologiques et les programmes informatiques, une
grande disponibilité de séquences nucléiques appartenant a diverses espéces est disponible.
Dans notre étude, seulement cinq espeéces ont été ciblées, mais il serait possible d’augmenter

le nombre d’especes animales a détecter en générant de nouvelles amorces correspondantes.

4.9 Amélioration et optimisation de la méthode détectant ’ADN mitochondrial
Certaines modifications ont été faites pour rendre cette méthode moléculaire plus

simple et rapide : le protocole d’échantillonnage a été simplifié en passant par une étape de

filtration suivie d’une extraction rapide de I’ADN total par broyage avec des billes.

Comparée a la centrifugation, étape utilisée préalablement (Martellini er al., 2005), la
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filtration est une méthode rapide pour concentrer la matiére en suspension dans I’eau en 1 4 3
minutes maximum. Cette étape peut méme étre appliquée sur le terrain de ’échantillonnage
si le matériel (filtre) est disponible. Le fait aussi que la membrane filtrante peut étre
directement enroulée et introduite dans un tube contenant le tampon de lyse et les billes et
congelé, facilite la procédure. Quant a la sensibilité et I’exactitude de la méthode,
I’élaboration des amorces spécifiques internes en plus des amorces simples a rendu

Pamplification de I’ADN mitochondrial de chaque espéce trés spécifique.

4.10 Limites et avantages de la méthode

Parmi les désavantages reliés a cette méthode, nous retrouvons que la détection
d’ADN mitochondrial dans un échantillon d’eau de riviére n’est pas nécessairement liée a
une contamination fécale. En fait, I’ADN mitochondrial pourrait aussi provenir de cadavres
ou de carcasses d’animaux, de la peau d’animaux, de nageurs ou de morceaux de viandes.
Une telle détection peut donner un apergu de la présence d’une source de contamination dans
le milieu. Cet inconvénient peut étre considéré comme un avantage dans d’autres domaines
de recherches, comme exemple dans les enquétes policiéres qui utilisent les empreintes
génétiques. Il n’est guére dangereux d’avoir de I’ADN mitochondrial dans notre eau, mais il
est tres dangereux si la source de cet ADN mitochondrial provient de cellules épithéliales du
tractus intestinal, donc d’une contamination fécale.

La méthode a beaucoup plus d’avantages que de limites: elle est sensible,
relativement rapide, exacte, fiable et efficace pour identifier une source de contamination
fécale. Elle fait partie des approches indépendantes de la construction d’une banque de
données. Cette méthode peut aussi étre utilisée conjointement a d’autres méthodes pour

certains outils de détection et ainsi pour former une trousse de dépistage trés fiable.

4.11  Choix de la technique hybridation ADN-ADN ou dot blot

Puisque nous cherchons toujours a simplifier et & améliorer cette technique tout en
gardant ’exactitude et la fiabilité des résultats, le fait d’appliquer un seul PCR capable de
viser les 5 espéces en méme temps, et cela en utilisant une seule paire d’amorces était idéal.
Pour cela, il a été décidé d’élaborer des amorces universelles. Une attention particuliére a du

étre accordée a la longueur des amorces (18 a 24 pb) et a leur contenu en G+C (45 a 55%).



73

Au lieu de faire des PCR multiplexes ou plusieurs PCR a la fois, la résolution des
différentes séquences d’ADN mitochondrial dans le produit de PCR (la sonde) a été faite par
hybridation sur une membrane contenant des oligonucléotides spécifiques aux especes
ciblées. C’est la technique de dot blot.

Le dot blot est une méthode qui présente I’intérét d’étre sensible, simple et rapide
(Jung et Chae, 2005 ; Cho et al. 2002). Cette technique couplée au PCR peut augmenter les
chances de détection (Call et al., 2003). Certaines études soulignent toutefois que le dot blot
manque de spécificité (faux positifs) (Johnson, 1995). Mais dans notre projet, en présence
des oligonucléotides bien spécifiques a chaque espéce et en testant ces oligonucléotides avec
des sondes contenant I’ADN spécifique a chaque espéce, les résultats ont été trés spécifiques

et reproductibles.

4.12  Choix des sondes

Il a été nécessaire d’optimiser cette technique et de tester les sondes avec des ADN
spécifiques avant d’analyser les échantillons d’eaux. Pour ce faire, chacune des quatre paires
d’amorces universelles a été testée sur PADN extrait de chaque espéce (humain, mouton,
beeuf, pore et poulet). Les vingt amplicons marqués au DIG ont été hybridés séparément sur
les membranes dot blot dans le but d'évaluer les conditions d'hybridation pour éviter les
réactions croisées avant toute analyse sur les échantillons d’eaux. Certains facteurs
influencent aussi le comportement d’une sonde : la température de dénaturation de I’ADN,
soit température au-dela de laquelle I’ADN passe sous forme simple brin, la composition en
bases (G et C), la longueur des fragments et la stringence du milieu (Jung et Chae, 2005; Cho
et al. 2002). En effet, les sondes ont été chauffées avant I’hybridation pour dénaturer celles-
ci. La dénaturation est liée a la rupture des liaisons hydrogéne reliant chaque paire de bases
(Lodish, ef al., 1995). La température de dénaturation augmente avec le nombre de paires de
bases GC qui sont reliées par trois liaisons hydrogéne (au lieu de deux dans la paire AT). Si
un refroidissement brutal a lieu dans la solution d’ADN dénaturée, la structure monocaténaire
est conservée. Par contre, si le refroidissement est lent, il se produit une renaturation de
I'ADN : les deux brins de 'ADN monocaténaire se réassocient pour reformer une double

hélice (Watson ef al., 1994) .
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4.13  Choix des oligonucléotides

Une des étapes importantes pour réaliser un dot blot a été la conception des
oligonucléotides. Les propriétés thermodynamiques des oligonucléotides influencent la
sensibilité, la spécificité, ubiquité et la rapidité de Phybridation (Wang et al., 2002 ;
Matveeva er al., 2003). La longueur des oligonucléotides est aussi un facteur a considérer.
Un oligonucléotide long permettra une meilleure sensibilité et spécificité qu’un
oligonucléotide court. Relogio ef al. (2002) ont montré qu’une séquence nucléique de 30 ou
de 35 nucléotides était de 2 a 2,5 fois plus sensible qu’une séquence de 25 nucléotides.
D'autre part, un oligonucléotide trop court va plus facilement s’hybrider a des cibles non-
spécifiques (Relogio et al., 2002). Les oligonucléotides utilisés dans cette étude, avaient 50 a
57 nucléotides. Dans les conditions optimales d'hybridation, deux brins d’ADN doivent
posséder au moins 80 % de séquences complémentaires pour pouvoir se réassocier (Watson
et al., 1994).

Il a ét€ important d’élaborer des oligonucléotides spécifiques a chacune des espéces
et de les fixer sur la membrane de nylon. Tous les oligonucléotides choisis étaient
spécifiques : I’absence de réactions croisées dans les deux premiéres heures de révélation
entre les espéces dans toutes les régions a bien démontré cela. Toutefois, une faible réaction
croisée est apparu aprés 16 heures de révélation entre le boeuf et le porc dans la région 2 et la
région 3, limitées respectivement par les amorces universelles Umito-2 et Umito-3. Cette
faible réaction croisée représentée par une trés faible intensité de la couleur du spot est
apparue aussi dans la région 3 avec les oligonucléotides de I’humain, du mouton et du poulet.
Il est donc recommandé de révéler seulement quelques heures pour éviter ces hybridations

croisées et d’effectuer des lavages plus stringents.

4.14  Facteurs influengant ’hybridation

Plusieurs essais ont été faits pour optimiser I’expérience de dot blot dans notre étude.
Ces essais ont montré que la technique peut étre influencée par certains facteurs : [1] une
préhybridation peut améliorer nettement le rapport signal sur bruit de fond. I suffit de pré-
incuber les membranes avec le tampon d'hybridation sans sonde. Ce tampon contient de
I’ADN de poisson, qui va saturer les sites de fixation non spécifiques. [2] Il est important de

respecter les étapes de lavage : généralement un lavage est composé de plusieurs bains
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successifs de durées variables, réalisé dans des solutions a températures et a salinités
différentes (Relogio et al., 2002 ; Wang ef al., 2002). L’ordre des étapes de lavage aide a
éliminer I’excés de sondes non fixées et par la suite les sondes fixées non spécifiquement. Le

lavage le plus stringent prévient ainsi les hybridations croisées (Soule ef al., 2006).

4.15 Comparaison des résultats du PCR avec les résultats du dot blot

Aucune méthode ne permet d’identifier tous les animaux dont les matiéres fécales
peuvent se retrouver dans I’eau. Cependant certaines sont capables d’identifier un plus grand
nombre d’espéces que d’autres. Nos travaux pourraient mener a créer une nouvelle trousse de
dépistage, basée sur les amplifications PCR et de dot blot. D’aprés Lingappa et al., (2002),
I’électrophorése sur un gel d'agarose et la détection au bromure d'éthidium ne semble pas étre
assez sensible pour visualiser une petite quantité d’ADN amplifié. Cependant, la technique
de dot blot utilisée pour détecter un produit PCR montre une sensibilit¢ 10 fois plus élevée
que I'électrophorese sur un gel d'agarose.

Jung et Chae (2004) ont comparé les résultats obtenus sur une membrane par dot blot
avec les résultats obtenus sur un gel d’agarose coloré au bromure d’éthidium suite a un RT -
PCR. Dans leur étude, le dot blot a détecté la présence du virus entérique (PEDV) dans la
matiere fécale. Par contre, ce résultat était négatif en regardant le gel d’agarose (absence de
bande). Dans notre étude, et dans certains échantillons, le dot blot a été plus sensible que le
PCR interne. Cette approche a permis la détection de I’ADN mitochondrial du porc dans les
échantillons d’eaux usées provenant de Fabreville (premier échantillonnage, F1), et de la
riviere I’ Assomption (As). Ces deux résultats positifs n’ont pas été visualisés en révélant le

gel d’agarose coloré au bromure d’éthidium suite a un PCR interne.

4.16 Limite et qualité du dot blot

La technique de dot blot présentait plusieurs avantages pour notre étude: son
utilisation a permis de comparer les résultats obtenus par PCR simple et PCR interne, de
confirmer les détections trouvées positives pour certaines espéces dans les échantillons d’eau
et de révéler des résultats que le PCR n’a pu révéler. Cette technique était simple a mettre en
ceuvre, tres reproductible et rapide pour dépister plusieurs espéces en méme temps. Le temps

de révélation rapide, typiquement de l'ordre de quelques heures, a permis de visualiser
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directement les résultats. Il s’agit donc d’une méthode novatrice sur laquelle il faudra se

fonder pour détecter la ou les espéces a I’origine d’une contamination fécale.

4.17 Durée de vie de la cible

Il sera intéressant de connaitre la durée de vie d’une cible. Par exemple, les
bifidobactéries ne peuvent pas étre cultivées si elles ont passées plus de cinq heures dans
’eau douce ou plus de 10 heures dans I’eau salée (Bernhard et Field, 2000). L’ADN a une
durée de vie plus longue que les bactéries puisqu’a la mort de ces derniéres, ’ADN est
relargué et peut étre détecté. Celui de Bifidobacterium peut persister de quelques jours a deux
semaines (Bernhard et Field, 2000). Martellini er al. (2005) ont montré que I’ADN
mitochondrial des animaux ciblés résiste environ cing jours a température de la piéce. Nous
avons démontré que I’ADN mitochondrial peut étre détecté apres plusieurs mois a 4°C. Cela
signifie que la durée de vie de notre cible est plus longue que la durée de vie d’autres cibles
utilisées dans d’autres études. Dans ce cas, méme si la détection de I’ADN mitochondrial ne
peut pas indiquer si la contamination est trés récente, un marqueur qui persiste plus

longuement permet de ne pas manquer un événement de contamination.

4.18 Temps d’éxécution

Pour faire face aux problémes de contamination de I’eau a plus grande échelle, il faut
une méthode efficace, fiable, durable et applicable. Les méthodes qui se référent a une
banque de données pour identifier une cible sont plus lentes que celles qui sont
indépendantes des comparaisons présentes dans la banque de données (Edge et Schaefer,
2006; Stewart et al., 2007). Aussi, les méthodes basées sur les banques de références ont été
les plus largement utilisées, bien que 1’élaboration de ces banques puisse demander beaucoup
de travail et de temps. Méme les méthodes qui utilisent des marqueurs chimiques, comme les
sterols, la caféine et les détergents prennent du temps a effectuer. Les applications qui
produisent des résultats rapides sont les méthodes moléculaires n’ayant pas besoin de
banques de données. Notre méthode est capable de produire des résultats en moins de 12

heures.
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4.19 Coiit

Les méthodes traditionnelles nécessitent beaucoup de travail tant pour la détection
que pour [I’identification. De plus, la succession de différentes étapes et leur non
automatisation est trés coiiteuse et ne fournit que des données semi quantitatives. Le recours
aux outils de la biologie moléculaire permettrait de simplifier les manipulations, de les
automatiser et de les standardiser. Cela permettrait donc de faire de sérieuses économies.

Enfin, I’évolution des techniques permettrait d’augmenter la sensibilité (Stewart et al., 2007).

4.20 Perspectives

Nos travaux proposent diverses voies de recherche. Premiérement, il reste a parfaire
optimisation du dot blot afin d’améliorer la sensibilité, Ia rapidité, la quantification et
Pefficacité de la détection. Du dot blot, il y aura le passage 4 une méthode voisine qui sera
les puces a ADN ou «DNA microarray». La technologie des puces 8 ADN connait a I’heure
actuelle un essor exceptionnel et suscite un formidable intérét dans la communauté
scientifique. Grice a cette technique, la mesure simultanée du niveau d’expression de
plusieurs milliers de génes voire d’un génome entier dans des dizaines de conditions
différentes, physiologiques ou pathologiques est techniquement possible. Donc, il sera
important de détecter le plus possible d’espéces en élaborant une grande quantité
d’oligonucléotides spécifiques. Les prochains oligonucléotides pourraient cibler I’ADN
mitochondrial des animaux domestiques, les animaux sauvages, les animaux présent dans les
élevages au Canada et les animaux d’autres pays intéressés a adopter cette méthode. Il sera
important de tester la spécificité de cette trousse d’oligonucléotides avant I’application des
puces a ADN.

Il serait intéressant de développer un réseau international de recherches qui partage
les diverses méthodes et applications, que se soient les méthodes moléculaires ou les
méthodes microbiologiques. Il serait aussi intéressant d’avoir davantage de comparaisons
interlaboratoires des méthodes. L’utilisation de diverses méthodes moléculaires et
bactériologiques améliorera certainement la détection d’une contamination fécale. Il serait
pertinent de jumeler plusieurs indicateurs de contamination fécale; par exemple, ’ADN
mitochondrial, les coliformes et les bactériophages pour avoir une méthode qui satisfera le

mieux les critéres d’exactitudes, de sensibilité et de reproductibilité.
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Finalement, il serait possible d’appliquer notre méthode moléculaire dans d’autres
domaines comme en médecine légale et dans les enquétes policiéres pour détecter la présence

de I’espece humaine ou de tissus appartenant a cette espéce.
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CONCLUSION

Nettoyer les eaux usées afin de limiter au maximum la pollution de nos réserves en
eau issues des lacs, riviéres et nappes souterraines sera un objectif important pour la santé
publique. Préserver les ressources en eau équivaut & préserver le patrimoine naturel et la
qualité de la vie.

L’objectif de cette étude était de développer une méthode permettant de détecter
I’espece responsable d’une contamination fécale. Jusqu’a présent, aucune des méthodes n'a
été parfaite pour dépister une contamination fécale. Cette méthode était la premiére a utiliser
’ADN mitochondrial pour détecter 1’espéce a I’origine d’une contamination fécale
(Martellini ef al., 2005). 1l a donc fallu concevoir de nouvelles amorces spécifiques des cing
espéces ciblées par cette étude. Par la suite, comme dans toutes les méthodes, il a été
nécessaire de vérifier et d’améliorer plusieurs paramétres : simplifier I’étape de concentration
de la matiére dissoute dans I’eau, effectuer une extraction rapide d’ADN total, examiner la
spécificité de ces amorces, la sensibilit¢ du PCR et la capacité de détecter I’ADN
mitochondrial dans les échantillons d’eau usée et d’eau de riviére.

Cette méthode a réussi 4 amplifier PADN mitochondrial des cinq espéces. Les
diverses expériences menées au cours de ce projet ont permis de démontrer I’efficacité et la
sensibilit¢ du PCR interne qui a été capable de viser des espéces non détectées par le PCR
simple. En outre, I’ADN mitochondrial a été détecté avec succés dans les échantillons d’eaux
usées et d’eau de riviéres polluées.

Ensuite, la méthode a été améliorée en appliquant la technique dot blot ou hybridation
ADN-ADN pour viser toutes les espéces en méme temps. Il a donc fallu élaborer des
amorces universelles capables d’amplifier toutes les espéces et de concevoir des
oligonucléotides spécifiques a chaque espéce. Divers éléments ont été vérifiés : Ia spécificité
des oligonucléotides, la sensibilité du PCR avec les amorces universelles, et les conditions
d’hybridation adéquates comme les étapes de lavages et la température d’hybridation a 55°C.
Selon les résultats obtenus, le dot blot s’avére étre une technique sensible, rapide, efficace et
spécifique puisqu’il a pu discriminer d’une part, les espéces polluantes des échantillons

d’eaux, et d’autre part, les espéces non visées par le PCR interne.
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Ces résultats sont encourageants, et cette méthode novatrice montre qu’elle est
simple, efficace, reproductible, sensible et fiable pour étre utilisée afin de différencier les

sources de contamination fécale dans I’eau.
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ANNEXE 1 Alignement des séquences mitochondriales

Mouton GAGCTACTTATAGACAGTTTATTA- - GAACCAACTCATCTATGTGGCARA 1327
Boeuf GAGCTACTCACAAACAGTTTACCAA-GAACTAACTCATCTATGTGGCAAA 1756
Porc GAGCTACCCATGAGCAGTTTAAAA- - GAACCAACTCATCTATGTGGCAAA 2573
Humain GAGCTACCTAAGAACAGCTAA- -AA-GAGCACACCCGTCTATGTAGCAAA 1962
Poulet GAGCTACTTGCGAGCAGCTAAAATTTGAGCGAACCCGTCTCTGTTGCAAA 2673
dkhkhkh kK *hkhk Kk K ok K Kk k kdhkk khkk khkhkkk
Mouton ATAGTGAGAAGATCCATAAGTAGAGGTGACATGCCTAACGAGCCTGGTGA 1377
Boeuf ATAGTGAGAAGATTTGTAAGTAGAGGTGACATGCCTAACGAGCCTGGTGR 1806
Porc ATAGTGAGAAGACTTGTAGGTAGAGGTGAAAAGCCTAACGAGCCTGGTGA 2623
Humain ATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACCTACCGAGCCTGGTGA 2012
Poulet AGAGTGGGATGACTTGCCAGTAGAGGTGAAAAGCCTACCGAGCTGGGTGA 2723
*k hhkkhk kkx kK khkhkdhkhkhkhk *k * *khkkdhk hhkhkkk * %k k ok
Mouton TAGCTGGTTGTCCAGAAAATGAATTTTAGTTCAGCTTTAAAGATACCAA- 1426
Boeuf TAGCTGGTTGTCCAGAAAATGAATCTAAGTTCAGCTTTAAAGATACCAA- 1855
Porc TAGCTGGTTGTCC-GAGAAAGAATTTTAGTTCAACTTTAAAAATACCCC- 2671
Humain TAGCTGGTTGTCC-AAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTAAATTTGCCCAC 2061
Poulet TAGCTGGTTACCTGTCAAACGAATCTAAGTTCCCCCTTAACCCACCCCCT 2773
d ke k ok ok ok hkh * * dhkhkdk K kkhkhh * khkkKk * %
Mouton AAATACAAATAAATCC- - - - - CACTG------- TATCTTTAAARAGTTAGT 1464
Boeuf AAATTCAAATAAACCC- - - - - CACTG------- TAGCTTTAAAAGTTAGT 1893
Porc AAMAACCT-TAAATTC- - -~ - CAATG------ -TATTTTTAAGAGATAGT 2708
Humain AGAACCCTCTAAATCC-~--- CCTTG------- TAAATTTAACTGTTAGT 2099
Poulet AARAGACACCCACCTTTGTCAACCTTGAGAACGTTGGGGTTAAGAGCAATT 2823
* & * * * * K * * % %k * * %
Mouton CTAAAAAGGTACAGCCTTTTAGAAAT - - GGGTACAACCTTCACTAGAGAG 1512
Boeuf CTAAAAAGGTACAGCCTTTTAGAAAC- - GGATACAACCTTGACTAGAGAG 1941
Porc CTAAAAAGGTACAGCTTTTTAGAAAC- -GGATACAACCTTGACTAGAGAG 2756
Humain CCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGAG 2149
Poulet CGATGGGGGTACAGCTCCATCGAAAA - AGAACACAACCTCCTCCAGCGGA 2872
* * * ok kdkhok * *k K * * khkhkhkKh * kK
Mouton TAAGATCT-AAARATACCATA - - GTAGGCCTAAAAGCAGCCATCAATTAA 1559
Boeuf TAAAATTT-AACACTACCATA - -GTAGGCCTAAAAGCAGCCATCAATTAA 1988
Porc TAAAATCTTAATACTACCATA- -GTAGGCCTAAAAGCAGCCATCAATTGA 2804
Humain TAAAAAATTTA-ACACCCATA - - GTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAA 2196
Poulet TAATAATCACCCCTCCCCGCACTGTGGGCCTTCAAGCAGCCACCAACAAA 2922
*hkh * * % * kdk Khhkkkk khkkhkhkhkhkhkkx hk* *
Mouton GAAA - GCGTTAAAGCTCAACAACAATAGTATTATTAATCCCAGCAATAAC 1608
Boeuf GAAA-GCGTTAAAGCTCAACAACAAAAATTAAATAGATTCCAACAACAR- 2036
Porc GAAA - GCGTTAAAGCTCAACAAATTCACCAACAT - AATCCCAAAAACTA- 2851
Humain GAAA-GCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATAT- 2244
Poulet AGAGTGCGTCAAAGCTC----~~-- CCTCATTAAAAAATCT 2963
* * % Kk * %k Kk Kk * * * %
Mouton ATTAGCCAACTCCTAGATTTAATACTGGACTATTCTATTACTAAATAGAA 1658
Boeuf -ATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGGACTAATCTATTATAGAATAGAR 2085
Porc -ATAACAAACTCCTAG- CCCAATACCGGACTAATCTATCGAAACATAGAA 2899
Humain - -AACTGAACTCCTCACACCCA-ATTGGACCAATCTATCACCCTATAGAA 2291
Poulet - - -ATTTGACTCCCTCAACCAA - AGCAGGTTAACCTATGACA - - ATAGAA 3007
* ok k kK * x * * * %k Kk Kk LE R R XX
Ckmito 1-G
Mouton G-AATAATGTTAATATGAGTAACAAGAAATATTTTCTCCTC- -GCACAAG 1705
Boeuf GCAATAATGTTAATATGAGTAACAAGAAAAATTTTCTCCTT - -GCATAAG 2133
Porc GCAATAATGTCAATATGAGTAACAAGAAGC- CTTTCTCCTC- -GCACACG 2946
Humain GAACTAATGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCC- -GCATAAG 2339
Poulet GAATCAATGCTAAAATGAGTAATCTGGAACCTATCCTCCTACGGCGTAAA 3057
* % * Kk ok K * Kk kokkok ok * % * * * % *
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TTTAAGTCAGTAACTGATAATACCCTGACCGTTAACAGTA—AATAAAAAT
TCTAAGTCAGTGCCTGATAATACTCTGACCACTAACAGTC-AATAAAAAT
CTTACATCAGTAACTAATAATATACTGATAATTAACAACC—AATAAAC—C
CCTGCGTCAGATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTAC

CTTACATTAATACATTAT------- TAACAGAACTCAACT-TAT CCCCCI
* * & * %k * %

* * %

AACCCAACAATAAATGATTTATTACTTATACTGTTAACCCAACACAGGAG
AATCCAACAATAAACAATTTATTGATTATACTGTTAACCCAACACAGGAG
AAAACAACACTAAAACGTTTATTAATTACATTGTTAACCCAACACAGGAG
AATCAACCAACAAGTCATT—ATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCA

ACACTAACAAGCAAT-ACGTATTCCTCAATCTGTTAAGCCAACCCAGGAG
*

* ko * * % K *hkdk kk hhkhkkk hhkkh

TGCACCCA—GGAAAGATTCAAAGAAGTAAAAGGAACTCGGCAAACACTAA

TGCATCTAAGGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAGGAACTCGGCAAACAC—AA

TGCACCAA—GGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAGGAACTCGGCAAACAC-AA

TGCTCATAAGGAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACTCGGCAAATCT-—T

CGCCCACA——GGATGATTAAAACCTACAGAAGGAACTCGGCAAACCA—AA
* K

* * ok ok kok kokok * kkkkkhkdhhkkhkhkhkdhdh

ACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCCAGC—-ATCCCTAGTATTGG
ACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCCAGC-—ATTCCCAGTATTGG
ACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGC-—ATTACTAGTATTAG
ACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGC—-ATCACCAGTATTAG
GACCCGACTGTTTCCCAAAAACATAGCCTTCAGCTAACAACAAGTATTGA

khhkk Ahkhkhkhkh hhkkhhhhkhohd * k& * %k k * * kkkkkh

AGGCACTGCCTGCCCAGTGACT-—AAACGTTAAACGGCCGCGGTATTCTG
AGGCATTGCCTGCCCAGTGAC-——AACTGTTTAACGGCCGCGGTATCCTG
AGGCAATGCCTGCCCAGTGAC——-ACCAGTTTAACGGCCGCGGTATTCTG
AGGCACCGCCTGCCCAGTGAC—--ACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTA
AGGTGATGCCTGCCCAGTGACCCCCAAAGTTCAACGGCCGCGGTATCCTA

* * k deokdok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Thkk dkhkhkhkhkkhhkhkhhkdh &k

ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTTGTTCTCTAAATAAGGACTTGTATG
ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTTGTTCTCTAAATAAGGACTTGTATG
ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCTCCAAATAAGGACTTGTATG
ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCCTTAAATAGGGACCTGTATG
ACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCAATTGTCCCGTAAATTGAGACTTGTATG

khhkhkhkdhk hhhkhdkdhkk *hkhkkdk dkhkhk * * ke ok *hkk kkkhkhk

AATGGCCACACGAGGGTTTTACTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTG
AATGGCCGCACGAGGGTTTTACTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTG
AATGGCCACACGAGGGTTTTACTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTA
AATGGCTCCACGAGGGTTCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTG
AATGGCTAAACGAGGTCTTAACTGTCTCCTGTAGGTAATCTATGAAATTA

* ok ok ok kk * ok k ok Kk k * dhkhkkhkhkk * *k Kk *dkkkokh

ACCTCCCCGTGAAGAGGCGGGGATAAATCAACAAGACGAGAAGACCCTAT
ACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATGCACAAATAAGACGAGAAGACCCTAT
ACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATAAAAAAATAAGACGAGAAGACCCTAT
ACCTGCCCGTGAAGAGGCGGGCATAACACAGCAAGACGAGAAGACCCTAT
GTATTCCCGTGCAAAAACGAGAATGTGAACATAAGACGAGAAGACCCTGT

* kkkkhkhk Kk K *k ok kk kkkdkhkhkkhhkhkhkhhhhd *

GGAGCTTTAACTAAGTAACTCAAGGAAAATA—AATTCAACCACCAAGGGA

GGAGCTTTACCTAACCAACCCAAAGAGAATA~GATTTAACCATTAAGGAA

GGAGCTTTAATTAACTATTCCAAAAGTTAAACAACTCAACCACAAAGGGA

GGAGCTTTAATTTATTAATGCAAACAGTACCTAACAAACCCAC-AGGTCC

GGAACTTT. TCACGACCACCTTACAACCITACACAGCCCCACTGGGT
* *

*hkk  khkkokok * kK *

TAA—-CAA—CACTCCTTATGAGTTAACAGTTT-CGGTTGGGGTGACCTCG

TAA--CAA-CAATCTCCATGAGTTGGTAGTTT—CGGTTGGGGTGACCTCG

TAAAACAT—AACTTAACATGGACTAGCAATTT-CGGTTGGGGTGACCTCG

TAA--—AC-TACCAAACCTGCATTAAAAPTTT—CGGTTGGGGCGACCTCG

CCAaccea CATAAACCCCTGGTCGACATTTTTCGGTTGGGGCGACCTTG
* *

* K [kkk Akkkkkkkk Ahkhkhk &

1754
2182
2994
2389
3099

1804
2232
3044
2438

3148 Ckmito N 1-G

1853
2281
3092
2486
3195

1901
2329
3140
2534
3245

1949
2376
3187
2581
3295

1999
2426
3237
2631
3345

2049
2476
3287
2681
3395

2099
2526
3337
2731
3445

2148
2575
3387
2780

3495 Ckmito N 1-D

2194
2621

3435

2825

3545 Ckmito 1-D
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Mouton GAGAACAGAAAATCCTCCGAGCGATTTTAAAGACTAGACT - AAC-AAGTC 2242
Boeuf GAGAATAAAAAATCCTCCGAGCGATTTTAAAGACTAGACC~CAC-AAGTC 2669
Porc GAGTACAAAAAACCCTCCGAGTGATTTTAAT--CTAGACA-AAC—CAGTC 3481
Humain GAGCAGAACCCAACCTCCGAGCAGTAC- -ATGCTAAGACTTCAC- CAGTC 2872
Poulet GAGAAAAAAAAATCCTCCAAACC- CACAGACCACAACTCTTCACTAAGAC 3594

*dkk h Kk k hkhkhkhkhk * * * % Kk K
Mouton AAA- - - - CCAAACCATCGCTTATT - - - -GATCCAAAA-ACTTGATCAACG 2283
Boeuf AAA- - - - TCACTCTATCGCTCATT- - - - GATCCAAAA-ACTTGATCAACG 2710
Porc AAAATAACCATAACATCACTTATT- - - -GATCCAAAA - TTTTGATCAACG 3526
Humain AARGCGAAC-TACTATACTCAATT- - - -GATCCAATA-ACTTGACCAACG 2916
Poulet CAACTCCTCAAAGTACCAACAGTAACCAGACCCAATATAATTGAGCAATG 3644

*k dhkhkhk Kk khkdkdk fhkdk Kk

Mouton GAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAGTCCATAT 2333
Boeuf GAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAGTCCATAT 2760
Porc GAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTGTTCTAGAGTTCCTAT 3576
Humain GAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCTAGAGTCCATAT 2966
Poulet GACCAAGCTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCTCCTCCAAGAGCCCATAT 3694

kk khkdhkhk khkhkk khkhkkhhkhkhhkhkhkhkhdhkhkddhh * k hhkkk *  hkk
Mouton CGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACACCCCGATGGTG 2383
Boeuf CGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTGATGGTG 2810
Porc CGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACACCCAAATGGTG 3626
Humain CAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCCGATGGTG 3016
Poulet CGACAAGGAGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACAACCTAATGGTG 3744

* dkhkh ****************************** % % d ok khkh
Mouton CAACCGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA - AGTCCTACGTGAT 2432
Boeuf CAACCGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA - AGTCCTACGTGAT 2859
Porc CAACCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA - AGTCCTACGTGAT 3675
Humain CAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA - AGTCCTACGTGAT 3065
Poulet CAACCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACAGTCCTACGTGAT 3794

*k khkhkkhkhkk Kkok Fhkdkhkhkhhdkhdhhhrthdrhihhih kokodke ok odekk ok koh ok kK
Mouton CTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATCTGT - TATGTATT 2481
Boeuf CTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATCTAT - TACGTATT 2908
Porc CTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTAT - TATAAATT 3724
Humain CTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATCTACCTTCAAATT 3115
Poulet CTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGAACACACT 3844

khkhkhkhkhkhkhhhkhrhdtdnht khhkhkhkhkhhhhhbhkhbrhdddhkt
Mouton TCTCCCAGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGCCAACTTTAA - CAAAGCG 2530
Boeuf TCTCCCAGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGCCAACTTTAAATCAAGCG 2958
Porc TCTCCCAGTACGAAAGGACAAGAGAAATGGGACCAACCTCAC-AAACGCG 3773
Humain CCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGCCTACTTCAC- -AAAGCG 3163
Poulet CCTCCTAGTACGAAAGGACCGGAGAAGTGGGGTCAATACCACTGAGCACA 3894

* %k k Kk hhkkdhhkdhhkhkkd hkhkrk Kk * * %

Mouton TTCCCGTACTAATAAATCCAATTATCCTCATTAT TATTCTAATAACCGTT 3878
Boeuf TTCCCGTACTAATAAACCCAATTATCTTTATTATTATTCTACTAACCATT 4304
Porc TTCCCATACTAATTAATCCCATTATCTACACTACCC 5125 Pomito 4-G
Humain TTCCCGTACTAATTAATCCCCTGACCCAACCCGTCATCTACTC CCATC} 4508
Poulet TTCCCCTACTAATGAACCCCCATG CTAATCTGCAC, GCCTCN\; 284

khkhkhkk hhkhkhhkkhk hk Kk * *

Humito 3-G
Pomito N 4-G

Mouton ATACTTGGAACCATTATCGTTATGATTAGCACCCACTGATTGCTCATCTG 3928 Humito N 3-G
Boeuf TCATAATCAGTTCTCACTGACTACTTGTCTG 4354
Porc _fATGTCCGGAACCATACTAG 'AATAATCAGCTCACACTGACTACTCATCTG 5175

Humain ACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGATTTTTTACCTG 4558
Poulet ‘ AACCAGCATCACRATCTCCAGCAACCATTGAATCTTAGCCTG 5334
* *k  kk * K *k khkk ok * * %k
Mouton AATTGGATTTGAAATAAATATACTTGCTATTATTCCCATTATAATAAAAA 3978
Boeuf AATCGGGTTTGAAATAARATATACTCGCCATCATCCCCATCATAATAAAAA 4404
Porc AATCGGATTCGAAATAAACCTATTAGCAATAATCCCAGTATTAATAAAAA 5225
Humain AGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTTCTAACCAAAA 4608
Poulet AACAGGCTTAGAGATCAACACCTTAGCCATCATCCCCCTCATCTCCAAGT 5384

* * % * kk kk k*k * kK * kk k& * * * *
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AGCACAACCCACGAGCCACAGAAGCATCAACCAAATATTTCCTAACTCAA
ATCACAACCCACGAGCTACAGAAGCATCAACTAAATATTTTTTGACTCAA
ATTTTAACCCACGAGCCACAGAAGCAGCCACAAAATATTTCCTAACACAA
AAATAAACCCTCGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTTCCTCACGCAA
CACACCACCCCCGAGCGATTGAAGCCACTATCAARATATTTCCTCACCCAA

*hkkk k& * % * Kk ok ok ok * *hk kkokkk * kk kkk

TCAACAGCCTCAATACTACTAATAATAGCCATTATCATTAACTTAATATT
TCAACAGCCTCAATACTACTAATAATAGCCGTCATCATTAACCTAATATT
GCCACAGCCTCCATAATACTAATAATAGCCATCATCATCAACCTCCTATA
GCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCTATCCTCTTCAACAATATACT
TCAACTGCATCAGCCCTAATCCTCTTCTCGAGCATAACCAACGCCTGATC

* kk kk kk * * * %k

CTCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAATCCAATAGCCTCCATAC
CTCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAACCCAATAGCCTCAATAC
TTCTGGCCAATGGACCATTACAAAAATATTTAACCCAGTAGCAATAACAA
CTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATACTCATCATTAA
CACCGGACAATGAGACATTACACAACTAAACCACCCGACATCATGCCTAA

* kk kkkkk * ok ok *

TCATAACAATAGCCCTCGCTATAAAACTAGGTATAGCCCCATTCCACTTC
TTATAACGATAGCCCTAGCTATAAAACTAGGAATAGCCCCATTTCACTTC
TAATAACCATGGCCCTAGCCATAAAACTAGGACTCTCACCTTTCCACTTC
TAATCATAATAGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCCCTTTCACTTC
TATTAACAATAGCAATCGCAATCAAATTAGGACTAGTCCCATTCCACTTC

* * & LE R 3 4 * kk kk khkk hhkhkKh * *hk kk khkkkkk

TGAGTCCCAGAAGTAACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGCCTAATCTT
TGAGTCCCAGAAGTAACACAGGGCATCCCCCTATCCTCAGGCCTTATCCT
TGAGTCCCAGAAGTAACCCAAGGCATTTCACTACAAGCAGGCCTACTGTT
TGAGTCCCAGAGGTTACCCAAGGCACCCCTCTGACATCCGGCCTGCTTCT
TGATTCCCAGAAGTACTCCAAGGCTCCTCCCTAATCACTGCCCTACTACT

*hkhk dhkkdkhkohkk kk * ok kok ok * kK * Kk kkk * *

ACTCACATGACAAAARACTAGCACCCATGTCAGTACTTTACCAAATCCTTC
ACTGACATGACAAAAACTAGCACCTATATCTGTACTTTACCAAATCTTCC
ACTAACATGACAAAAACTAGCCCCATTATCAGTACTATGCCAAATCTCAC
TCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATATACCAAATCTCTC
CTCCACCCTAATAAAACTCCCCCCAATCACACTCCTCCTCCTAACATCAC

* * * * ok ke ok kK * k% * * * * *k  kk *

CATCCATCAACCTAGACCTGATCCTAACCCTATCAATTCTATCTATTACA
CATCAATTAACCTAAACTTAATTCTAACCCTATCAGTTTTATCAATCCTA
AATCAATCAACCCAAACCTAATACTAACTATAGCCATATTATCAATTTTA
CCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTTATCCATCATA
AGTCTCTTAATACCACCTTACTCACCCTCCTAGCAATCTCCTCCACCCTA

* %k * kK * Kk * * *k K *

ATCGGAGGCTGAGGAGGACTGAACCAAACCCAACTACGAAAAATTATAGC
ATTGGAGGCTGAGGGGGACTAAACCAAACACAACTCCGAAAAATCATAGC
ATCGGAGGGTGAGGAGGGCTAAATCAAACCCAACTTCGAAAAATCATAGC
GCAGGCAGTTGAGGTGGATTAAACCAGACCCAGCTACGCAAAATCTTAGC
ATCGGAGGCTGAATGGGCCTAAACCAAACACAAACACGAAAAATCCTAGC

* % * ko k * % * kk Ak kk kK *k  hkkokk * % ok

CTATTCATCAATTGCCCACATAGGCTGAATAACAGCAGTTTTACTATATA
CTACTCATCAATCGCTCATATAGGCTGAATAACAGCAGTACTACCATATA
ATACTCATCAATCGCACACATAGGATGAATGACAGCAGTATTACCATACA
ATACTCCTCAATTACCCACATAGGATGAATAATAGCAGTTCTACCGTACA
CTTCTCATCCATCTCCCATTTAGGATGAATAATTATAATTATCTCCTATA

* *k  hkk kK * kK *hkhkhk *hkkkk K * ok * k% Kk

ATCCCACCATAACACTACTAAACCTAATTATTTATATCATTATAACCTCT
ACCCCACCATAACATTGCTAAACTTAATTATCTATATCATTATAACTTCC
ACACAACCATAACAATCTTAAACCTACTAATTTACATCACAATAACACTA
ACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTATCCTAACTACT
ACCCACAACTCACTATTCTCACCTTCATCCTCTACACAATTATGACCTCA

* * Kk 0k *x * * k% ¥ 0k * ok k

4028
4454
5275
4658
5434

4078
4504
5325
4708
5484

4128
4554
5375
4758
5534

4178
4604
5425
4808
5584

4228
4654
5475
4858
5634

4278
4704
5525
4908
5684

4328
4754
5575
4958
5734

4378
4804
5625
5008
5784

4428
4854
5675
5058
5834

4478
4904
5725
5108
5884
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ACCATATTTACACTATTTATAGCCAACTCAACCACAACCACC- CTATCAT
ACCATATTTACCATATTTATAGCCAATTCCACCACCACTACC - CTGTCAT
GCAATATTCATACTATTAATCCACAGCTCAGCAACCACAACT - TTATCCC
ACCGCATTCCTACTAQTCAACTTAAACTCCAGCACCACGACC - CTACTAC

4527
4953
5774 Pomito N 4-D
5157 Humito N 3-D

ACTGTATTCCTA- TCCCTAGCCCAAATCAAAGTCCTAAAACTGTCAACAA 5933

* * ok Kk * * &k * &

TATCACACACATGAAATAAAGCACCCATCATAACAATTCTAGTCCTCATT
TATCACACACATGAAATAAAACACCCATTATAACCGTCCTAATTCTTGCC
TATCCCATACATGAAACAANRTACCCGTCATCACARGCCTAATAATAGTA
TATCTCGCACCTGAAACAHGCTAACATGACTAACACCCTITAATTCCATCC
TACTCATCTCATGAACTAAAACCCCAATACTAAATGCAACTGTAATACTA

* % * kkkKk * K

ACCCTCCTATCAATAGGAGGACTTCCCCCACTATCAGGATTTATACCAAA
ACTCTCCTATCCATAGGAGGACTCCCTCCCCTATCTGGGTTTATACCAAA
ACCCTACTCTCAATAGGAGGCCTGCCTCCACTATCAGGATTTATGCCAAA
ACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACCGGCTTTTTGCCCAA
ACCCTCCTCTCCCTAGCTGGCCTCCCACCATTAACCGGCTTCATGCCAAA

*k kk kk *Kk * ok k Tk kk Kk kok dk ok Kk kK * kk kk

ATGAATAATTATCCAAGAAATAACAAAAAATGACAGCATTATCTTACCCA
ATGAATAATCATCCAAGAGATAACAAAAAATAACAGCATCATTCTACCCA
ATGAATAATTATTCAAGAAATAACAAAAAATGAAAGCATCATCATGCCAA
ATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCATCATCCCCA
ATGACTCATTATCCAAGAACTAACCAAACAAGAAATAACCCCAATAGCCA

* * Kk *k k*k * & kK * kk kkk Kk * * * * K

CCCTCATAGCAATTACAGCACTACTAAACCTATATTTTTATATACGACTT
CTTTCATAGCAATCACAGCTCTACTAAACTTATATTTTTATATACGACTC
CACTCATAGCAATAACAGCACTGCTAAACCTCTATTTCTACATACGACTA
CCATCATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTACCTACGCCTA
CAATCATCACAATACTATCACTCCTAAGCCTATTCTTCTACCTCCGACTT

* * k &k k * Kk * kk kk ok ok Kk ok hk ok ok * kk ok

TTACAATATACCAGTGATGACGAGATGTGATTCGAGAAAGCACCTTCCAA
TAACAATATACCAATGATGACGAGATGTTATCCGAGAAAGCACCTTCCAA
TGACAATATACCAATGGTGACGAGACATTATTCGAGAGAGCACTTTCCAA
TAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAAAGCACATACCAA
TAGTCATGCTGCAATGATGACGAGACGTAGTCCGAGAAAGCACCTTCCAG

* * *hk kk kk khk dhKk * dhkhkhkk hhkhkhkk * *kk

GGCCACCATACTCCGGCTGTCCAAAAGGGCCTTCGTTACGGAATGATTCT
GGGCACCATACCCCAGCTGTCCAAAAAGGCCTCCGTTATGGAATAATTCT
GGCCACCACACATCAGTTGTCCAAAAAGGCTTACGATACGGTATAATTTT
GGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATACGGGATAATCCT
GGCCACCACACCCCAACTGTCCAAAAGGGCCTACGATACGGAATAATCCT

*k kkdkkk hk * dhkhkhkhhkhkk *hkk *k hhk kk kk hk hk *

TTTCATTATCTCCGAAGTTCTATTCTTTACTGGATTTTTCTGAGCCTTCT
TTTTATTATCTCCGAAGTACTATTCTTTACCGGATTTTTCTGAGCTTTCT
ATTTATTATTTCCGAGGTTCTGTTCTTCACTGGATTCTTTTGAGCTTTCT
ATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTTTCTGAGCCTTTT
TTTCATTACATCAGAGGCCTTCTTCTTCCTAGGATTCTTCTGAGCCTTCT

*k  kokkok *k kk Kk * ok ok ok ok ok khkhkhkhk Khk khhkhkk *k K

ACCACTCAAGCCTTGCCCCCACACCCGAACTAGGCGGCTGCTGACCTCCA
ACCACTCAAGCCTCGCCCCCACCCCTGAACTAGGCGGCTGCTGACCCCCA
ACCACTCAAGCCTAGCACCAACACCCGAATTAGGAGGTTGCTGACCACCA
ACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAATTAGGAGGGCACTGGCCCCCA
TCCACTCAAGCCTAGCCCCAACACCAGAACTGGGGGGCCAATGGCCCCCA

kkdkkkhk dhkhkhkk *kk *kk Ak k& *k ok kk kh *k  kk kohkKk

ACAGGCATTCACCCACTTAATCCCTTAGAAGTCCCACTACTCAACACCTC
ACAGGCATTCACCCACTAAACCCCCTAGAAGTCCCACTGCTCAACACCTC
ACAGGAATTCACCCACTAAACCCCCTAGAAGTACCCCTACTAAACACCTC
ACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACTCCTAAACACATC
ACAGGAGTCAAACCCCTAAACCCCCTTGAAGTACCCCTACTAAATACAGC

ok Kok * Kk kk kk kkhk k khkhkkk kk Kk Kk kk kK *

4577
5003
5824 Pomito 4-D

5207 Humito 3-D
5983

4627
5053
5874
5257
6033

4677
5103
5924
5307
6083

4727
5153
5974
5357
6133

8749
9173
10003
9410
10134

8799
9223
10053
9460
10184

8849
9273
10103
9510
10234

8899
9323
10153
9560
10284

8949
9373
10203
9610
10334
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TGTCCTTCTAGCCTCAGGAGTATCCATTACTTGAGCTCACCATAGCCTCA

TGTCCTATTGGCTTCCGGAGTTTCTATTACCTGAGCCCATCATAGTTTAA

AATCCTCCTCGCCTCAGGAGTATCCATTACCTGAGCCCATCACAGCCTAA

CGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTCACCATAGTCTAA

AATCCTCCTAGCCTCAGGAGTCACCGTTACATGGGCTCACCACAGCATCA
*

* * Kk khk khkkhk * * kk kk kk kk kk kok * ok

TAGAAGQGAACCGTTACCACATGTTACEAGCCCTATTCATTACCATCGCA

TAGAAGGGGACCGAAAGCATATATTACAAGCCCTATTTATCACCATCACA
TAGAAGGGGACCGAAAACACATAATCCAAGCACTATCCATCACCATTGCA
TAGAAAACAACCGAAACCAAATAATTCAAGCACTGCTTATTACAATTTTA
CAGAAGGAAACCGAAAACAAGCCATCCACGCACTAACTCTCACAATCCTC

* Kk k& * &k ok * kK * kk kk kK * Kk kk

CTAGGCGTGTACTTACACTGT TACAGGCATCAGAG ATTATGAAGCACC

TTAGGAGTCTACTTCACACTACTACAAGCCTCAGAATACTATGAAGCACC
CTAGGCGTATACTTCACCCTCCTCCAAGCCTCAGAATATTACGAAGCACC
CTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTACTTCGAGTCTCC
CTAGGATTCTACTTCACAGCCCTACAAGCAATAGAGTACCATGAAGCCTC

* Kk * kk kk kok * kk kok dhk koK * x * *

CTTTACAATCTCAGACGGAGTTTACGGTTCAACTTTCTTCGTAGCTACAG
TTTTACTATCTCCGACGGAGTTTACGGCTCAACTTTTTTTGTAGCCACAG
ATTCACAATCTCCGACGGAGTGTATGGATCCACTTTCTTTGTGGCTACAG
CTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTTTTGTAGCCACAG
CTTCTCAATCGCTGACAGCGTCTACGGCTCCACCTTCTTCGTCGCTACAG

* % * Kk * kkk Kx * o okk kk kk khk Ak Ak ok hk * ok kK

GATTTCACGGCCTCCATGTCATCATCGGATCCACCTTCCTAATTGTCTGC

GCTTCCACGGCCTCCACGTCATCATTGGGTCCACCTTCTTAATTGTCTGC

GGTTTCACGGGTTGCACGTAATCATCGGATCTACTTTCCTAGCAGTATGC

GCTTCCACGGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTCCTCACTATCTGC

GGTTCCACGGACTACATGTAATCATTGGATCATCCTTTTTAACAGTTTGC
*

* kk khkkhkk * kk kk kk kk hk Kk * ok ok *  kkk

TTCTTCCGCCAATTAAAATTTCATTTCACCTCTAGTCACCATTTCGGTTT
TTCTTCCGCCAATTAAAATTTCATTTTACTTCTAACCACCACTTCGGCTT
TTACTACGACAACTAAAATTCCACTTCACATCCAACCACCACTTCGGCTT
TTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTACATCCAAACATCACTTTGGCTT
CTCCTACGACTAATCAAATTCCACTTCACACCAAACCACCACTTCGGATT

* *okk ok ok ok ok khkk kk kk kok * & *h khk kk ek kk

CGAAGCCGCTGCCTGATACTGACACTTCGTAGATGTAGTATGACTTTTCC
TGAAGCCGGTGCCTGATACTGACATTTCGTAGACGTAGTCTGACTTTTCC
TGAAGCCGCAGCCTGATACTGACACTTCGTAGATGTAGTTTGACTATTCC
CGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGGTTTGACTATTTC
TGAAGCAGCAGCCTGATACTGACACTTCGTAGACATCATCTGACTCTTCC

Thkkkk * hhhkkhkdkkhhkh *k Kk *hkkh * * khkkkdk kk *

TCTATATATCCATCTACTGATGAGGCTCATGTCCTTTTAGTATTAATTAG
TCTATGTTTCTATCTATTGATGAGGCTCCTATTCTTTTAGTATTAACTAG
TTTACGTATCAATCTATTGATGAGGATCCTACTCTTTTAGTATTAAGTAG
TGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTTAGTAT-AAATAG
TCTACATATCCATATACTGATGAGGATCTTGCTCTTCTAGTAT—ACTCAT

* kK X kk Kk kk kkkkkh Aok kk A *hkk khkhkdkhkk * *

TACAACTGACTTCCAATCAGTTAGTTTCGGTCT~AATCCGAAAAAGAACA

TACAGCTGACTTCCAATCAGCTAGTTTCGGTCT—AGTCCGAAAAAGAATA

TACAATTGACTTCCAATCAATCAGTTTCGGTAA-ACTCCGAAAAAGAGTA

TACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAA—CATTCAAAAAAGAGTA

TACAACTGACTTCCAATCTTTAAAATCTGGTATCAACCCAGAGAAGAGCA
* *

* k& d kkok ok k ok ok ok oh * * *  kokkk *

ATAAAC—--CTTATAAHTACTCTCCTAACTAACTTCACGtTAGCTACATT

ATAAAT—-—TTAATACTAGCCCTCCTGACCAATTTTACACTAGCCACCCT

ATAAAT—-—ATTATACTAACACTACTCACAAACGTAACCCTAGCCTCCCT

ATAAAC-——TTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAGCCTTACT

ATGAACACACTTACATTTATACTCTCACTATCCTTTCTACTAAGCGCTGC
* *

*k ok k * * % *

8999
9423
10253
9660
10384

9049 Qvmito 2-G
9473

10303
9710
10434

9099 Qvmito N 2-G
9523

10353
9760
10484

9149
9573
10403
9810
10534

9199
9623
10453
9860
10584

9249
9673
10503
9910
10634

9299
9723
10553
9960
10684

9349
9773
10603
10009
10733

9398
9822
10652
10058
10783

9445 QOvmito N 2-D
9869

10699
10105
10833
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ACTCGTAACCATCGCATTCTGACTTCCCCAACTGAACGTGTATTCAGAAA

ACTCGTCATCATCGCATTCTGACTTCCCCAACTAAATGTATACTCTGAGA

ACTCGTACTAATCGCATTCTGACTACCCCAACTAAACGCATATTCAGAAA

ACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTACATAGAAA

ACTAACTACTATAAACTTTTGACTAGCCCAAATAGCCCCAGACACAGAAA
*

* %k * *k kdeok ko * kkk * * * k&

AAACAAGCCCATACGAATGTGGATTTGACCCCATAGGGTCTGCTCGCCTC
AAACAAGCCCATACGAATGTGGATTTGACCCCATAGGATCAGCCCGCCTT
AAACAAGCCCATATGAATGTGGATTTGACCCCATAGGATCAGCACGCCTC
AATCCACCCCTTACGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGCCCGCGTC
AACTGTCACCGTACGAATGCGGATTTGACCCACTAGGATCAGCCCGACTC
* %

khk khk kk kk Kk kk khkkokok * % * kk k& *

CCCTTCTCTATAAAATTCTTCCT-AGTAGCCATCACATTCCTCCTTTTTG
CCCTTCTCTATAAAATTCTTTCT—GGTAGCCATCACATTCCTCTTATTTG
CCATTCTCAATAAAATTTTTCCT—AGTAGCCATTACATTTCTCCTTTTTG
CCTTTCTCCATAAAATTCTTCTT-AGTAGCTATTACCTTCTTATTATTTG
CCATTCTCAATCCGATTCTTCCTCAGTAGCCATCCTATTCCTTCTATTCG

dk kdkkdkok kk dokk ko * hdkhk ko * & * * kk Kk

ATCTAGAAATTGCACTACTCCTACCACTACCATGAGCCTCACAAACAACT
ACCTAGAAATTGCACTCCTCCTACCACTGCCATGAGCCTCACAAACAGCA
ATCTAGAAATCGCCCTTCTCCTTCCCCTACCATGAGCATCCCAAACAAAC
ATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAAACAACT
ACCTAGAAATCGCCCTGCTTCTCCCCCTTCCATGAGCCATCCAACTTGCA

* o okkhkkkhkhkhk hhk wk kk * kk kk khkhkhkhkhohkok dk ok

AATCTAAACACAATGCTCACCATAGQTCTTCTCCTAATCTTCCTACTAGq
AATCTAAACACAATGCTTACCATAGCCCTCTTCCTAATTATCCTCCTAGC
AATCTAAAAACAATACTTACAATAGCACTATTCCTTCTTATCCTACTAGC

AACCTGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCATCCTAGC
CACCCTATAATAACCCTTACTTGAGCCACCACTATCATCGCCCTCCTCAC
L * * * & * % * %

* ok kk ok

CGTAAGCCTGGCCTACGAATGAACTCAAAAAGGACTCGAATGAACCGAAT

TGTAAGCCTAGCCTATGAGTGAACTCAAAAAGGACTAGAATGAACCGAAT

AGCAAGCCTAGCATACGAATGAACCCAAAAAGGCCTAGAATGAGCAGAAT

CCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAACCGAAT

ATTTGGTCTCATCTACGAATGAACTCAGGGCGGCTTAGAATGAGCAGAAT
* %k

* kK *k kk hhkk * % * khk khkk ok kkhk

A-—TGGTATTTAGTTTAAAACAAAATAAATGATTTCGACTCATTAGATTA

A—-TGGTACTTAGTTTAAAATAAAATAAATGATTTCGACTCATTAGATTA

A——TGATAATTAGTTTAAAACAAAACAAATGATTTCGACTCATTAGACTA

—-—TGGTATATAGTTTAAA—CAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAATTA

AACAGAAAGTTAGTCTAAC—TAAGACAGCTGGTTTCGACCCAGCAAATTA
*

* *rkk kkw *k ok *hk kkkkhkhkk kok * Kk koK

TGATTAAGCTCATAACTACCAAATGTCCCTCGTATACATAAACATTATAA
TGATTTAATTCATAATTACCAAATGTCTATAGTATACATAAACATTATAA
TGATTTACTTCATAATTATCAAGTGCCATTAGTATATATAAACATCATTA
TGAT—--AATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATAC
TAGGCCCACCTATAACTTTCTTATGTCTCCCCTACACTTCAGCTTCTATT
* *

* k& * * * %k * *  *x *

TGGCATTCACAGTATCCCTCACAGGACTACTAATATACCGATCCCACCTA

TAGCATTCACAGTATCTCTTGTAGGACTACTAATATACCGATCCCACCTA

TAGCATTCGCGATCGCCCTTGCAGGGTTACTTATATATCGATCTCACTTA

TAGCATTTACCATCTCACTTCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTC

CTGCATTCACATTCAGCAGCCTAGGACTAGCATTCCACCGAACACACCTC
* *

* %k kK * %k %k * & * * k*k * kkk k

ATATCTTCCCTCCTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCCCTATTTATTTT
ATATCCTCCCTTCTATGCTTAGAAGGAATAATGCTATCCCTATTCGTTAT
ATATCTTCACTACTATGCCTAGAAGGAATGATACTATCACTATTCATCAT
ATATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCGCTGTTCATTAT
ATCTCTGCCCTACTATGCCTAGAGAGCATAATACTATCCATATTCATCCC

* ok kok * kk kdkkhkk Ahkkk * kk kk kokok ok ok * kK *

9495
9919
10749
10155
10883

9545
9969
10799
10205
10933

9594

10018
10848
10254
10983

9644

10068
10898
10304
11033

9694

10118
10948
10354
11083

9744

10168
10998
10404
11133

9792

10216
11046
10450
11182

9842

10266
11096
10497
11232

9892

10316
11146
10547
11282

9942

10366
11196
10597
11332
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AGCCACCCTAATAATCCTAAACTCACATTTTACCTTAGCCAGTATAATGC

AGCAGCCCTAACAATCCTCAACTCACATTTTACATTAGCTAGCATAATAC

ATCGACTCTAATTATCCTAAACACACACTTCACCCTAGCTAACATAATAC

AGCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGC

CCTCTCAATCTGACCAGTAGAAAACCAAACCCCATCATTCGCCCTTGTAC
* * * * * %k *

* * K

CCATTATTCTACTAGTTTTCGCAGCTTGCGAGGCAGCACTAGGCCTGTCC
CTATTATCCTACTAGTCTTCGCAGCCTGTGAAGCAGCCCTAGGTCTATCT
CCATTATTTTACTAGTGTTTGCAGCCTGCGAAGCTGCACTAGGCCTGTCA
CTATTGCCATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCC
CTATTCTAATACTAGCCTTCTCAGCATGCGAAGCTGGCACAGGCCTAGCC

*  kokk ¥ d ook ok kok * % * kk kk khk kk K LA X *

AGTTATTACCAACCTCCTTTCAGCAATTCCATATATTGGCACAAACCTAG
AGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCCCATACATCGGCACAAATTTAG
GGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGACCTCG
AGTAATTACAAACTTACTATCCGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAG
CGTTATCACAAACCTATTCTCAGCAGTTCCCTACATTGGACACACCCTAG

dk kk khk kK * * kk kk * kk kdk khk koh * %k

TCGAATGAATCTGGGGAGGATTCTCAGTAGACAAAGCTACCCTCACCCGA
TCGAATGAATCTGAGGCGGATTCTCAGTAGACAAAGCAACCCTTACCCGA
TAGAATGAATCTGAGGGGGCTTTTCCGTCGACAAAGCAACCCTCACACGA
TTCAATGAATCTGAGGAGGCTACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGA
TAGAGTGAGCCTGAGGGGGATTTTCAGTCGACAACCCAACCCTTACCCGA

* *  kkok ddkk kk khk Kk *hk kk dkohkhk * kdkkkk hk kokok

TTTTTCGCCTTTCACTTTATTTTCCCATTCATCATCGCAGCCCTCGCCAT

TTCTTCGCTTTCCATTTTATCCTTCCATTTATCA! CATAGCAATTGCCAT

TTCTTCGCCTTCCACTTTATCCTGCCATTCATCATTACCGCCCTCGCAGC

TTCTTTACCTTTCACTTCATCTTGCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAAC

TTCTTCGCTTTACACTTCCTCCTCCCCTTTGCAATCGCAGGTATTACTAT
* % *

*k dok * kk kk kk * * kk ko * *

AGTTCACCTACTCTTCCTCCACGAAACAGGATCCAACAACCCCACAGGAA

[AGTCGACCTACTATTCCTCCACGAAACAGGCTCCAACAACCCAACAGGAR

CGTACATCTCCTATTCCTGCACGAAACCGGATCCAACAACCCTACCGGAA
ACTCCACCTCCTATTCTTGCACGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAA
CATCCACCTCACCTTCCTACACGAATCAGGCTCAAACAACCCCCTAGGCA

* kk  kok hkk ko kkkkohkk ok khk kk kA dkdkhhhh * kK

TTCCATCGGACACAGATAAAATTCCCTTCCACCCTTATTACACCATTAAA
TTTCCTCAGACGTAGACAAAATCCCATTCCACCCCTACTATACCATTAAG
TCTCATCAGACATAGACAAAATTCCATTTCACCCATACTACACTATTAAA
TCACCTCCCATTCCGATAAAATCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAA
TCTCATCCGACTCTGACAAAATTCCATTTCACCCATACTACTCCTTCAAA
*

* kK * dok kkkok ok * kk hhkhkkhk kk koK * *  kk

GACATCCTAGGTGCTATCCTACTAATCCTCATCCTCATGCTACTAGTACT

GACATCTTAGGGYCCCTCTTACTAATTCTAGCTCIAATACTACTAGTACT

GACATTCTAGGAGCCTTATTTATAATACTAATCCTACTAATCOTTGTACT

GACGCCCTCGGCTTACTTCTCTTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACT

GACATTCTGGGCTTAACTCTCATACTCACCCCATTCCTAACACTAGCCCT
* * * * *

&k k *  kk * * K

ATTCACGCCTGACTTACTCGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCAAACC
ATTCGCACCCGACCTCCTCGGAGACCCAGATAACTACACCCCAGCCAATC
ATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCAAACC
ATTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACC
ATTCTCCCCCAACCTCCTAGGAGACCCAGAAAACTTCACCCCAGCAAACC

hhkk h hox Ik ok kk kk Akkkhhkohkk khk & *hkhkk khkk Kk *

CACTTAACACTCCCCCTCACATCAAACCTGAATGATACTTCCTATTTGCG
CACTCAACACACCCCCTCACATCAAACCCGAGTGATACTTCTTATTTGCA
CACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCTTATTCGCC
CCTTAAACACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCC
CACTAGTAACCCCCCCACATATCAAACCAGAATGATATTTTCTATTCGCC
* *

Ik kk kk hkk kk kk kk khk khkkhh &k *kkk h*k

9992

10416
11246
10647
11382

10042
10466
11296
10697
11432

14569
14994
15822
15227
15385

14619
15044
15872
15277
15435

14669
15094
15922
15327
15485

14719
15144
15972
15377
15535

14769
15194
16022
15427
15585

14819
15244
16072
15477
15635

14869
15294
16122
15527
15685

14919
15344
16172
15577
15735
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TACGCAATCTTACGATCAATCCCTAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCT
TACGCAATCTTACGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGAGTACTAGCCCT
TACGCTATTCTACGTTCAATTCCTAATAAACTAGGTGGAGTGTTGGCCCT
TACACAATTCTCCGATCCGTCCCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCT
TATGCCATCCTACGCTCCATCCCCAACAAACTTGGAGGTGTACTAGCCCT

* & * kK * kk k*k * kk kk hkkkhkk kk hk hok * kkkhkk

AATCCTCTCAATCCTAGTCCTAGTAATTATACCCCTCCTCCATACATCAA
AGCCTTCTCTATCCTAATTCTTGCTCTAATCCCCCTACTACACACCTCCA
AGTAGCCTCCATCCTAATCCTAATTTTAATGCCCATACTACACACATCCA
ATTACTATCCATCCTCATCCTAGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCA
AGCAGCCTCAGTCCTCATCCTCTTCCTAATCCCCTTCCTCCACAAATCTA
*

* % %k k k * kk * kk kkk ok kk kh Kk *k Kk

AGCAACGGAGCATAATATTCCGACCAATCAGTCAATGTATATTCTGAATC
AACAACGAAGCATAATATTCCGACCACTCAGCCAATGCCTATTCTGAGCC
AACAACGAAGCATAATATTTCGACCACTAAGTCAATGCCTATTCTGAATA
AACAACAAAGCATAATATTTCGCCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTC
AACAACGAACAATAACCTTCCGACCACTCTCCCAAACCCTATTCTGACTT

* kkkk * * %k Kk hhk kk dkhk ok * &k *  * * % %

CTAGTAGCCGACCTATTAACACTCACATGAATTGGAGGCCAGCCAGTTGA
CTAGTAGCAGACCTACTGACACTCACATGAATTGGAGGACAACCAGTCGA
CTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGGAGGACAACCCGTAGA
CTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAG
CTAGTAGCCAACCTTCTTATCCTAACCTGAATCGGAAGCCAACCAGTAGA

&k k% * % * %k %k Kk * % kk kk kkkAk kkk Kk dkhk kk ko

ACACCCCTACATCATTATTGGACAACTAGCATCTATTATATATTTCCTTA
ACACCCATATATCACCATCGGACAACTAGCATCTGTCCTATACTTICTCC)
ACACCCGTTCATCATCATCGGCCAACTAGCCTCCATCTTATACTTCCTAR
CTACCCTTTTACCATCATTGGACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAA
ACACCCCTTCATCATCATTGGCCAAATAGCATCCCTCTCTTACTTCACCA
*hkkk Kk * k% *k kk hkhk khkkhk hk * *k k%
Bomito 2 -D Bomito N 2 -D
TCATTCTAGTCATAATACCAGTAGCTAGCATCATCGAAAACAACCTCCTA
[TCATCCTAGTGCTAATACCHAACGGCCGGCACAATCG, AAATTACTA
TCATTCTAGTATTGATACCAATCACTAGCATCATCGAAAACAACCTATTA
CAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTC
TCCTACTTATCCTCTTCCCCACAATCGGAACACTAGAAAACAAAATACTC

* kK * * * kK * kok ok ok ok ok ok ok * *

AAATGAAGACAAGTCTTTGTAGTACAA—TCAATATACTGGTCTTGTAAAC
AAATGAAGACAGGTCTTTGTAGTACAT-CTAATATACTGGTCTTGTAAAC
AAATGAAGA--—GTCTTCGTAGTATAT—AAAATACCCTGGTCTTGTAAAC
AAATG-—GGCCTGTCCTTGTAGTATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAAC
AACTACTAAAATACTCTAATAGTTTAT-GAAAAACATTGGTCTTGTAAAC

LE R * * %k % Kk * *k Kk ok ok ok ok ok ok kok ok ok

CAGAGAAGGAGAACAACCAACCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAG-CTATA
CAGAGAAGGAGAACAACTAACCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAA-CTGCA
CAGAAAAGGAGGGCCACC——CCTCCCCAAGACTCAAGGAAGGAG—AC—TA
CGGAGATGAAAACCTTTT—-TCCAAGGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTA
CAAAAACTGAAGACTCCACCCTTCTTAGAGTATCAGAAAAGGAGGGCTCA
* * ok * * *

* %k * % *

G——CCCCACTATCAACACCCAAAGCTGAAGTTCTA-CTTAAACTATTCCC

G--TCTCACCATCAACCCCCAAAGCTGAAGTTCTA—TTTAAACTATTCCC

A-—CTCCGCCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTA-ACTAAATTATTCCC

A--CTCCACCATTAGCACCCAAAGCTAAGATTCTAATTTAAACTATTCTC

AACCTCCATCTCCAGCTCCCAAAGCTGGTATTTTCAAATAAACTACTCTC
*

* ok kkkkhkkhkkoh *k ok dkhkhkk khk hk K

14969
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15785
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15444
16272
15677
15835

15069
15494
16322
15727
15885

15119
15544
16372
15777
15935

15169
15594
16422
15827
15985

15219
15644
16472
15877
16035

15268
15693
16518
15925
16084

15317
15742
16564
15973
16134

15364
15789
16611
16021
16184
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Figure 25 : Alignement des séquences mitochondriales des cinq espéces (mouton, beeuf,
porc, humain et poulet) ayant conduits aux amorces spécifiques simples et internes : Humito
3, Humito N 3, Ovmito 2, Ovmito N 2, Bomito 2, Bomito N 2, Pomito 4, Pomito N 4,
Ckmito 1, Ckmito N 1. Les numéros d’accés dans la banque de données GenBank des cing
espéces sont: JO1415 (humain), AF010406 (mouton), V00654 (bceuf), AF034253 (porc) et
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TGAATCATTATCAACGATACTTATCAATATATTTCCAAAAATATAAAGAG 15414

TGAACA-------------- CTATTAATATAGTTCCATAAATACAAAGAG 15825
P R i e e T R e 16613
TGTTCT-----=-----==----- TTCATGGGGAAGCAGATTTG- - -GGTA 16051
TGAAAC-~----=meomno o CCTTAAACCGCCCGAATTGCCCCCCGAGA 16219

AY235570 (poulet). * = nucléotides communes aux cinq espéces.
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ANNEXE 2 Carte des différentes régions d’échantillonnage.
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Figure 26: Carte représentant les diverses régions d’échantillonnages. No. 1 : Station
d’épuration d’ Auteuil. No. 2 : station d’épuration de Fabreville. No. 3 : Station de filtration
de la riviere I’ Assomption. No. 4 : Station de filtration Sainte Rose. No. 5 : Riviére des

Mille-iles. No. 6 : riviére I’ Assomption nord. No. 7 : riviére I’ Assomption sud.



