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En conclusion, la technique D-HPLC entièrement automatisée offre des perspectives très prometteuses dans le domaine du
diagnostic bactériologique. Les échantillons de laits infectés sont facilement détectables par D-HPCL et la méthodologie
mise en place permet d’identifier rapidement l’espèce de staphylocoque contaminante.
Plus généralement, nos résultats montrent l’intérêt de la D-HPLC dans le domaine de l’écologie microbienne des produits
alimentaires pour compléter le répertoire actuel des méthodes d’analyse des écosystèmes complexes.

Principe de la D-HPLC

Un exemple : l’identification des Staphylocoques en laits de brebis

Etape 4 : Les pics élués des échantillons de laits ont été collectés pour vérifier par séquençage l’identification des espèces. La technique D-HPLC
permet, moyennant quelques mises au point, de réaliser un séquençage direct des fragments collectés et de s’affranchir de l’étape de clonage.

Analyse de laits potentiellement infectésFig. 2 Identification des espèces de staphylocoques par 

comparaison des pics inconnus des échantillons de laits 

infectés aux pics de souches pures

Fig. 3Référentiel staphylocoquesFig. 1
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Depuis les années 1990, la D-HPLC est largement utilisée dans le domaine médical, dans le but de détecter des mutations
chromosomiques [1]. Plus récemment, des applications ont vu le jour dans le domaine de l’écologie microbienne [2].
Nous avons testé le potentiel de la D-HPLC (Système WAVE, Transgenomic Ltd) en écologie bactérienne des produits laitiers
pour : i) analyser la biodiversité bactérienne des produits laitiers, ii) identifier l’agent infectieux dans des laits de
mammites, iii) suivre la dynamique des populations bactériennes du lait au fromage affiné et iv) identifier et séparer des
souches pures (bactéries lactiques, staphylocoques). Nous présentons ici l’identification de souches pures de staphylocoques et
son application à l’analyse d’échantillons de laits de brebis.

Extraction de l’ADN bactérien 
Amplification de la région V3 de l’ADNr 16S [3] 

Analyse des fragments amplifiés par D-HPLC

Ancrage de l’ADN à la colonne

par complexation ADN-TEAA

Double

hélice d’ADN

Groupement 

phosphate 

hydrophile

Bille de polystyrène

de la colonne

source : Transgenomic

Extraction 

ADN 

bactérien

Injection échantillon

+  gradient de 

tampons d’élution

PCR V3

Détection U.V

ou  fluorescence

Chromatogramme

Applications diverses :

-Amplification

-Purification

-Séquençage

-Clonage

Eluats non collectés

Collecte des éluats

Passage dans la colonne

Produits laitiers

Décrochage de l’ADN

par l’acétonitrile 

ACN

ACN

ACN

ACNACN

ACNACNACN
ACN

Identification des pics 

par assignation

source : Transgenomic

La D-HPLC est une chromatographie en phase inverse de paires d’ions. La phase stationnaire de la colonne est composée de billes de polystyrène 
greffées avec des groupements alkyles. La phase mobile contient du triéthylammonium acétate (TEAA) et de l’acétonitrile.

Le TEAA crée un pontage entre 
les charges négatives des 

groupes phosphates des doubles 
brins d’ADN et les groupes 

alkyles des billes.

Le gradient croissant d’ acétonitrile détache les molécules 
d’ADN de la colonne.
En condition semi dénaturante, la température du four de
la colonne permet d’agir sur la stabilité moléculaire de 
l’ADN double brin (température de ½ dénaturation ou Tm).

Etape 3 : les chromatogrammes des
échantillons suspectés infectés ont été
comparés aux chromatogrammes du
référentiel staphylocoques pour
identifier l’espèce contaminante (Fig. 3).
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L’étude a porté sur des laits de brebis car les petits ruminants sont sensibles aux mammites à staphylocoques.  Elle a été réalisée en 4 étapes. 

Etape 1 : un référentiel de profils
d’élution de fragments V3 d’ADNr16s de
souches pures des différentes espèces
de staphylocoques a été créé (Fig. 1).

Etape 2 : un ensemble d’échantillons de
laits de brebis a été analysé en D-HPLC
pour identifier les laits potentiellement
infectés (signal fort en U.V.) (Fig. 2).


