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Résumé

La criminalistique est I’ensemble des techniques mises en ceuvre par la justice et la
police pour établir la preuve d’un délit ou d’un crime et d’en identifier son auteur,
donc la criminalistique, consiste en I’étude par des voies scientifiques, des traces
laissées par une activité criminelle ou litigieuse.

Les empreintes génétiques ou profils génétique sont établis par 1’analyse de
plusieurs loci d’ADN, principalement les STR (short tandem repeats) hautement
polymorphes, cette propriété fait d’eux des marqueurs génétiques de choix pour
établir un profil génétique unique de chaque individu.

En science forensique ont été développé les méthodes d’extraction, purification et
profilage, ce qui révolutionne la science médico légale.

Dans ce présent travail, nous avons étudié€ sept cas d’agression sexuels caractérisé
par leur complexité et ce, a cause du mélange des traces du suspect présumé et des
victimes présumées.

Nous nous sommes particulierement intéressées a I’'intérét de la combinaison de
deux analyses : L’analyse des STR autosomique et I’analyse de chromosome Y,
cette étude nous a permet de démontrer 1'utilité et la nécessité de chaque type
d’analyse dans notre approche.

Nous avons cité sept affaires des victimes ont subi 1’agression sexuels, leurs profils
génétiques sont détectés par prélevement des taches biologique en particulier le
sperme. Pour I’ensemble des affaires, trois affaires ont été obtenus leurs profils par
I’analyse autosomal des STR, deux affaires par I’analyse de I’haplotype Y et deux
autre par la combinaison entre les deux.

D’apres nos résultats, nous avons pu démontrer que la quantité de I’ADN obtenu en
PCR en temps réel détermine la technique utilisée par la suite pour obtenir un profil
génétique des scellées trace et comparaisons net et interprétable afin d’incriminer le
vrai auteur.

Mots clés : ADN, sperme, agression sexuelle, STR autosomique, Haplotype Y,
profils génétique.



Abstract

Forensic science is the set of techniques implemented by justice and the police to
establish proof of an offense or a crime and to identify its author, So forensic science
consists of the study by ways of scientific evidence, traces left by criminal or
contentious activity.

The genetic fingerprints or genetic profiles are established by the analysis of several
DNA loci, mainly the highly polymorphic STRs (short tandem repeats), this property
makes them the genetic markers of choice for establishing a unique genetic profile of
each individual.

In forensic science we have developed methods of extraction, purification and
profiling, which is revolutionizing forensic science.

In this present work, we studied seven cases of sexual assault characterized by their
complexity, due to the mixture of traces of the presumed suspect and the alleged
victims.

We were particularly interested in the interest of the combination of two analyzes:
Autosomal STR analysis and Y chromosome analysis, this study allowed us to
demonstrate the utility and necessity of each type of analysis in our approach.

We have cited seven cases of victims who have been sexually assaulted, their
genetic profiles are detected by biologically staining in particular the sperm. For all
cases, three cases were profiled by autosomal STR analysis, two cases by Y
haplotype analysis and two others by the combination of the two.

From our results, we have been able to demonstrate that the amount of DNA
obtained in real-time PCR determines the technique subsequently used to obtain a
clear and interpretable genetic profile of the trace and comparison seals. In order to
incriminate the real author.

Keywords : DNA, sperm, sexual assault, autosomal STR, haplotype Y, genetic
profile.



uaidla

ol gy LB Ada il 5 Allaed) alas J8 (e deddiiiaal) cliil) de gena g oo ) bl Ale
Ledla UV calall AV 33 5k (e A ol (e o il bl ale )5Sy Ml g dlgaalia 450 a0a)
Jaall i gl el ya) Bl

(5553 praandl adl se (e 22l Jilas I (e Al eadlall o dgiadl aba¥l Clacay oL 25y
Leland Loalall 03 5 (5l A 53 3all il ) Sll) JISEY) 20mk0 4 sudiall CBlalaa) )5 Lals
Aﬁdﬂmﬁ@;uh;@Yb‘)w\w\uuM\

Ghll ale 35 65 Caal laa cagatill s 4850 5 ) 3501 5k shiy L ¢ e il bl ple 3
(= ol

4 agiial) U e T e NERTATR IR RPINENPAR A RUIV|EN ) L ya ‘&lal\ axdl 124 @
e 3l Yol

‘sz_uaja):\’_mﬂﬁ}lﬂ\ u\)\ﬂ\dﬂmuﬂz\ﬁu&.}@ﬂ\ eMbLmbd&quSﬁ
Lingd (8 dalaill (e g 55 JS B )5 e 5 30 LA Al pall 028 W) Camans Y g 0 S il s (panen

a0 Gk oo Liall agaadle e CRESH & ¢ puin o INieY | g et Llanal GV a U S5 )
Jilat (33 e Yl S paat o3 e YA aead Ay siall U sl sl s ol gl alill (e e
Lagin el 38 e LA QU s Y psmisa g S dilaS A (e Gllla e e

Jolis 4 b Ll Jgemall i il (55 5 imanl) BaS (5 ) (0 LSt cLinils A (0
Qi s ral 5 n Cile o Jpeanll B Gardiouall 2l aa3 ladll 8 gl b Juiiall 1 el sl

Y o a9 S 3 piall da g3 jall @l ) S il elxie W) A giall G gall (59 6ill (maad) alisal) ilalS)
(sl alall



Liste des abréviations

ABI prism : Appied Biosystem
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ADN mt : Acide Désoxyribonucléique mitochondrial
ATL : Tissue Lysis Buffer

ATE : Tissue Elution Buffer

CCD : Charge Coupled Device

DTT : Dithiothréitol

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique
EPG : Eléctrophorégramme

FAM : 6- Carboxyfluorocein

IPC : Internal PCR Control

Kpb : Kilo paire de base

LIZ : Internal lane size standard

Min : Minute

ml : Millilitre

Pb : Paire de base

PCR : Polymerase chain reaction

PK: Protéinase K

POP-4 : Performance optimized polymer 4
PSA : Prostatic Specific Antigen

QPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
RFU : Rrelative Fluorescence Units

Rpm : Rotation par minute

SNP : Single Nucléotide Polymorphism

SDS : Dodécylsulfate de Sodium

STR : Short Tandem Repeat

Taq : Thermus aquaticus

VNTR : Variable Number of Tandem Repeat
Zn : Zinc

°C : degré Celsius

pl : micro litre
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Introduction

Introduction :

L’individu est identifiable parmi ses semblables grice a tous les attributs qui lui sont
propres, étant différent et unique a chaque personne, le polymorphisme de I’ADN est la
caractéristique majeur définissant cette singularité, la seule exception confirmant la regle étant
les vrais jumeaux possedent un ADN identique (Coquoz et al ,2013).

Les fluides biologiques retrouvés sur les victimes et/ou dans les scenes de crimes sont
exploitables en criminologie, Ils feront I’objet d’analyses dans un laboratoire de génétique
forensique (Police scientifique, 2012). Ces traces biologiques uniques peuvent constitués des
éléments ou des preuves clés dans une enquéte criminelle (Coquoz, 2003).

Au niveau d’une scene de crime, de par sa qualité permettant non seulement d’identifier le
coupable mais aussi de prouver 1’acte d’agression sexuelle sur la victime, le sperme est le
fluide biologique le plus important.

Le travail que nous avons réalisé dans département d’identification génétique au sein du
laboratoire de la police scientifique et technique, consiste en 1’établissement de profils
génétique a partir des traces de sperme issue de prélevements effectué sur les parties génitales
(vaginal/ anal) ou bien sur des effets vestimentaires plus précisément des sous-vétements de
victimes d’agression sexuelle, dans sept affaires criminelles différentes. Notre but dans cette
étude étant dirigé vers une étude d’approche combinée de 1’analyse STR autosomique
/chromosome Y pour I’expertise des taches biologiques dans le cas d’agression sexuelle.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

I- La génétique au service de la justice :

L'empreinte génétique, une découverte brevetée par le Professeur Sir Alex Jeffreys en
1985, est devenue une procédure mise au service de la justice, ainsi que les méthodes de
profilage de I'ADN, consistant en une amélioration de la technique d'empreinte génétique. Le
profilage de ' ADN est basé sur des "microsatellites" a forte variation du génome humain. Ces
microsatellites sont des parties choisies du brin d'ADN normalement long et complexe, ou se
produisent la plupart des variations entre les individus (Butler, 2005).

En 1985, Sir Alec Jeffreys a été utilisé que I’ADN contenait des séquences qui se
répétaient, et surtout, ce nombre de répétitions variait d’une personne a 1’autre en étant
transmis par voie mendélienne aux enfants. Cette découverte fut appliquée des 1986 sur des
prélevements effectués sur deux scénes criminelles. Les résultats obtenus furent alors
comparés a un suspect, et celui-ci fut exclu (Jeffreys et al, 1985). Apres une étude sur des
prélevements effectués surtout les hommes de la région, un profil identique a celui retrouvé
sur la scene criminelle fuidentifié (Doutremepuich, 2012).

L’analyse ADN est appelée alors DNA fingerprint ou Empreinte génétique (Jeffreys et al,
1985). Ce premier cas illustre bien I’intérét de I’ADN en pratique judiciaire : exclusion d’un
suspect, puis inclusion d’une autre personne (Doutremepuich, 2012).

Au cours de ces dernieres années, les analyses ADN utilisées par la justice ont connu de
nombreux développements : réduction du nombre de cellules nécessaires a 1’analyse,
méthodes d’extraction et de purification plus efficaces, méthodes de génotypage plus rapides.
Ces analyses, effectuées uniquement dans le cadre d’une mission judiciaire, permettent alors
d’identifier rapidement un corps, une tache de sang, de sperme, ou de cellules épithéliales par
comparaison avec des résultats issus d’une famille (Doutremepuich, 2012).

II-L.’ADN support de I’information génétique :

L’ADN ou I’acide désoxyribonucléique est le support de 1’information génétique ; ce n’est
qu’en 1953 apres la découverte de la structure de I’ADN par Watson J. et Crick F. que les
généticiens ont admis qu’il était le constituant des genes responsables du développement et de
I’évolution de toutes les especes vivantes.

L’ ADN humain est arrangé en un ensemble de 23 paires de chromosomes dont chacun est
une unique molécule d’ADN double brin de 55 a 250 millions de paires de bases. L’ADN
non codant, contrairement a I’ADN codant, n’est pas soumis aux pressions sélectives, les
mutations qui y surviennent sont conservées et transmises a la descendance (Brown, 2004). La
grande variabilité de ces régions est exploitée en criminalistique ou I’analyse génétique doit
répondre a certains standards (Schneider, 2006), aussi bien pour les techniques que pour
I’interprétation des résultats et I’utilisation de I’ADN mitochondrial. Plusieurs types de
polymorphismes ont été utilisés, chacun révélant un niveau différent de variabilité



Chapitre 1 Etude bibliographique

II1-L.e Génome humain :

Le génome humain est I’ensemble de 1’information génétique contenue sous forme d’ADN
dans les cellules. Ce dernier est constitué de deux génomes distincts : 1’un situé dans le noyau
(génome nucléaire) et I’autre situé dans la mitochondrie (génome mitochondrial) (May-
Panloup et al, 2006). (Figure 1).

II1-1 ADN nucléaire :

Le génome humain est constitué en majorité de séquences non codantes réparties entre les
genes, représentant I’ ADN extragénique qui est formé de répétitions variées et d’origines
diverses, et couvrant deux tiers de la totalité du génome. Tandis que, sur le tiers restant, pres
de 95% de I’ADN est présent sous forme de séquences génique apparentées : pseudogenes,
introns). Au final, le génome nucléaire humain, de par sa structure et son organisation
complexe, fait que seul 1 a 2% d’ADN est codant (Venter et al 2001).

L’ADN nucléaire possede trois propriétés qui vont intéresser la police scientifique : il
possede des régions variables d’individu a individu ; ces régions chez un individu sont
identiques quel que soit le tissu analysé ; et enfin, I’ADN est transmis par moitié de chacun
des parents a ses enfants (Pascal, 1998).

La grande variabilité de ces régions est exploitée en criminalistique ou I’analyse génétique
doit répondre a certains standards (Schneider, 2006).

III-2 ADN mitochondrial :

L’ ADN mitochondrial (ADN mt) est principalement localise dans la mitochondrie. Il est
présent a de multiples exemplaires dans chaque cellule contrairement a 1’ADN nucléaire.
Cette caractéristique est d’un grand intérét pour les sciences forensiques.

L’ ADNmt peut étre une solution de secours dans le cas ou I’ADN nucléaire est en quantité
insuffisante (cas d’une trace biologique ne contenant que quelques cellules).

L’ADNmt est hérité uniquement par la mere biologique (Coquoz et Taroni, 2006).

IV-Polymorphisme génétique :

Le polymorphisme est I’existence pour de nombreux loci chez I’homme, de deux alleles ou
plus s’exprimant avec une fréquence non négligeable dans la méme population. Plus d’un
tiers des genes sont polymorphes. En effet, environ 99,7% d’ ADN est identique chez tous les
étres humains. Par contre, environ 0,3 % d’ ADN (soit équivalent d’un million de nucléotides)
est hétérogene et contribue a la caractérisation et la distinction de chaque individu (Butler,
2001).
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Figure 1 : [’organisation du génome humain (Kayshap et al, 2004).
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IV-1 Polymorphisme de séquence :

IV-1.1 Polymorphisme d’un seul nucléotide SNP :

Les SNP pour (Single Nucleotide Polymorphisms) constituent les polymorphismes les plus
répandus du génome humain. Ils s’agissent de variations de la séquence d’ADN portant sur un
seul nucléotide Ces marqueurs sont bi-alléliques et sont répartis sur I’ensemble du génome,
toutes les 500 paires de bases en moyenne, aussi bien au niveau des régions codantes (genes)
que des régions non codantes. Les régions d’ADN ciblées pour I’analyse de SNP sont de
petites tailles, ce qui permet 1’étude de molécules d’acides nucléiques fragmentées. Ceci est
particulierement important en criminalistique pour 1’identification génétique. Ces marqueurs
peuvent Etre aussi utilisés pour la détermination éthique d’une personne (Keyser et Petkovski,
20006). Les SNP présentent un taux de mutation bien inférieur a celui des microsatellites
(STR), pour cela ils sont considérés comme des marqueurs génétiques stables (Keyser et
Petkovski, 2006).

IV-2 Polymorphisme de longueur :

L’analyse de I’ADN non codant a mis en évidence des régions variables, caractérisées par
la répétition en tandem d’unités de base composées de deux ou plusieurs nucléotides ; la taille
de ces fragments varie en fonction du nombre de répétition (Jarman et Wells, 1999).

IV-2.1 Polymorphisme de restriction « RFLP » :

Les RFLP pour (Restriction Fragment length Polymorphisms) proviennent de la digestion
de I'ADN par un enzyme de restriction. C'est 1'extréme spécificité de ces enzymes qui est
exploitée Ce phénomene n'étant pas rare, la digestion de ' ADN de deux individus
quelconques dans une espece donnée produit de tres nombreuses différences de longueur des
fragments (Botstein et al, 1980). Lorsque deux individus homozygotes sont comparés apres
digestion de leur ADN par une enzyme donnée et hybridation avec une sonde donnée, on
observera donc des profils d'électrophorese différents chaque fois que des sites de restriction
différeront dans la région reconnue par la sonde (Botstein et al, 1980).

I1V-2.2 Les minisatellites :

La découverte des minisatellites par Alec Jeffereys en 1985 a révolutionné 1’utilisation de
I’ ADN en matiere d’identification et de filiation. Le motif de base de ces marqueurs,
également appelé VNTR, compte entre 9 et 100 pb. I est réitéré entre deux et quelques
centaines de fois a chaque locus (Tautz, 1993), générant ainsi des fragments de 500 pb a 20
kpb en taille.

Les minisatellites se trouvent plus fréquemment dans les régions proches des télomeres
mais ils peuvent tre aussi présents sur d’autres sites chromosomiques (Petkovski, 2006). Ils
sont instables et le nombre d’exemplaires d’une séquence donnée change souvent d’une
génération a ’autre suite a des recombinaisons méiotiques « crossing-over » inégales et des
conversions génétiques (Petkovski, 2006).
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Leur polymorphisme élevé qui signifie de grands écarts différents par rapport a la norme a
permis une utilisation de plus en plus répandue de ces minisatellites pour 1'empreinte
génétique, ainsi que pour les marqueurs génétiques utilisés dans 1'analyse de liaison et les
études de population (Jeffreys, 1991).

1V-2.3 Les microsatellites (STR) :

Représentent des régions d’ADN constitué de courts segments répétés en tandem retrouvés
tout au long du génome humain qui varient en longueur a travers I’insertion, la suppression ou
mutation d’une unité de séquence d’ADN répétée (Butler et Hill, 2012). Leur variabilité
semble principalement liée a des dérapages de réplication (Di Rienzo et al, 1994).

IIs sont constitués de motifs nucléotidiques de 2 a 6pb répétés de 2 a 100 fois les uns a

La suite des autres, générant des alleles variant en taille entre 50 et 500pb.Ils sont localisés
dans les régions non codantes de I’ADN nucléaire au niveau des chromosomes et présentent
une distribution plutdt uniforme sur le génome avec la présence d’un locus toutes les 6 a 10kb
(Weber et al, 1989).

Certaines séquences STRs ont été€ choisies pour €tre utilisés en criminalistique car elles qui
peuvent Etre répétées dans la molécule d’ ADN plusieurs fois ou plusieurs dizaines de fois.
Evidemment, une unité de trois ou quatre paires de bases seulement est extrémement petite, ce
qui constitue a la fois un probleme et un avantage pour les fins escomptées. L’avantage est
qu’une tres petite quantité d’ADN, méme tres dégradé, peut Etre suffisante pour étre utilisée
en criminalistique (Butler et al, 2007). Le probleme, est que pour pouvoir procéder
efficacement a une analyse, il faut grandement augmenter le nombre des tres courtes
séquences d’ADN. On y parvient griace a I’utilisation d’une technique appelée PCR.

Les STRs peuvent étre divisés en trois catégories :
Simples : répétitions de la méme séquence et de la méme taille.
Composés : Etude bibliographique deux ou plus, simples répétitions.
Complexes : ont plusieurs blocs de répétitions de différentes tailles et de s€équences différentes
(Goodwin et al, 2007).

D’un individu a I’autre, la séquence répétée d’'un VNTR ou d’un STR est identique mais
le nombre de répétitions, et donc la taille du VNTR ou du STR peut étre trés variable
(Ameziane et al, 2005).

I1V-2.3.1 STR autosomaux :

L’empreinte génétique est le résultat de 1’étude de plusieurs loci. L’analyse de I’ADN
autosomal repose sur I’étude de 15 loci (tableau n° II). Cette analyse permet d’établir un
génotype propre a chaque individu (Doutremepuch, 2012).
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Tableau I : Liste des loci analysés sur I’ADN autosomal (Doutremepuch, 2012).

Locus Chr Position Taille des Mol Echelie
fragments TEpEEs albélsgue
DESITT™ B Hg de 128 a (TCTRIn | enire & et 19
168 ph
D21511 21 2igll-g21 de 189 4 (TCTAM  entre 242 et
243 ph 38
D TSE20 7 Tqll Zl-g22 de 215 4 (AGATI | entre Get 15
247 ph
CSF 1Py 5 g33.3-34 dic 295 a4 (AGATIR | entre Tet 15
située dans le géne du récepicur 127 ph
cims prote — onocogéne pour le
CHF1.
D351358 3 3p de 114 e (TCTAN | entre 9 et 19
142 ph
THID] 11 11pl5.5 de IS4 pbh | {(TCATI | entre Set 11
située damns 'mitron 1 do gene de e
la tvrosine hvdrolase
D 138317 13 13g22-g31 de 165 a (AGATI | entre Set 15
197 ph
D 165539 1 1 6g 2d-gler dic 26 a (AGATI | entre et 15
34 ph
D251338 2 2g35-37.1 de 289 4 (TGOC)n | entre 15 et 28
1 ph
D 1954353 1% 19g12-13.1 de 106 3 {(AAGGmM entre Yet LE 2
140 ph
WA 12 I12pl 2 pter de 135 a (TCTREm entre 11 et 22
située dans Mimtron 40 du géne 167 ph
humain W WA
TP 2 2pl3 de 232 a (AATGI | entre Bet 12
située dans ke géne de Ia 248ph
thyroide-péroxidase
IESS1 18 18g2L.3 de 273 a {AGAAIN  cnire 9 et 26
31 ph
DrS581E 5 Sq21-31 de 135 a (AGATIn | entre Tet 16
171 ph
FiiA + 4gI8 de Z19 4 (TTTC enire 162
267 ph ct 30

1V-2.3.2 Les marqueurs haplotypiques :

Les marqueurs autosomaux transmise de maniere biparentale, c¢’est-a-dire par les deux
parents subissent un brassage génétique a chaque génération, la moitié€ de I’information
génétique d’un individu lui vient de son pere, I’autre moitié de sa mere. Par contre, les
marqueurs uniparentaux situés sur le chromosome Y et sur I’ADN mitochondrial sont
transmis d’une génération a I’autre sans changement (sauf dans le cas de mutation) et
permettent donc de retracer la lignée maternelle (ADNmt) et la lignée paternelle
(chromosome Y) chaque individu possede un seul allele et I’information génétique de chaque
marqueur uniparental est dite (halotypique). Ces marqueurs halotypiques peuvent également
étre utilisés pour I’expertise génétique mais sont toutefois moins discriminants pour
I’identification (Oota 1995 ; Schultes et al, 1999).
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1V-2.3.2.1 Le chromosome Y :

Le chromosome Y est le plus petit chromosome apres le chromosome 22, avec environ 60
millions de bases (60mb). L’ ADN du chromosome Y est un héritage exclusivement paternel
et permet ainsi de retracer la lignée paternelle.

Les polymorphismes de I’ADN sur le chromosome Y humain sont des outils précieux,
particulierement utilisés dans les cas de viol et dans des cas de filiation (paternité) (Jobling et
al.,1997).

II contient des régions tres polymorphes, il y a 219 STR connus, mais uniquement un
ensemble de 9 a 11 loci est utilisé (Leat et al., 2004 ; Jobling et Gill, 2004). Les STR Y ont le
méme mécanisme mutationnel que les STR autosomaux (Gusmao et al., 2006).

Tableau II : Liste des loci analysés sur le chromosome Y (Doutremepuch, 2012).

Locus Chr Position Taille des Motil Echelle
[ragments répéLé alléligue

Amélogénine | Y Ypll.2

DY 5393 ¥ de 1134 137 pb | (AGAT)n entre 11 et 17

DY 519 T de 182 4 201 pb TAGA)n entre 12 et 17

DY S389 11 Y de 2944 320 pb | (TCTG et entre 27 et 33
TCTA)n

DY 5390 T de 1704 199 pb | (TCTA et entre 20 et 25
TCTGn

DY 5391 Y de 245 4 257 pb (TCTA)N entre 9et 12

DY 5385 Y de 346 4 386 pb | (GAAAN entre B et 19

DY S389 1 Y de 243 4 259 pb | (TCTG et entre 11 et 15
TCTAN

DY 5435 Y de 238 4254 bp | (GATA)n entre [0 et 14

DY 5438 Y de 1314158 bp | (TTTTCn entre £ et 13

DY 5392 Y de 247 4 262 pb ({TAT)n entre et 15

DY 5437 Y de 1834 199 ph. | (TCTA et entre 13 et 17
TCTGn

DY 5456 i ] de 1004 127 pb. | (AGATIn entre 13 et 18

DY 5458 Y de133al6dbp | (GAAAN entre 14 et 20

DY 54635 Y de2424 374 bp. | (TCTA et entre 20 et 26
TGTA N

Y GATA H4 Y de 1144 150 pb. | (TAGA)n entre & et 13

Oy 5448 Y de 2744 332 pb. | (AGAGATIn | entre 17 et 24

1V.2.3.3 Marqueurs déterminant le sexe « Amélogénine » :

Le geéne de I’Amélogénine, localisé sur les deux chromosomes sexuels X et Y codent pour
une protéine de 1’émail des dents. Les séquences homologues de ce gene différent par la
présence de plusieurs délétions. En 1993, une délétion de 6 paires de base localisée dans le
premier intron de ce géne, a été découverte sur le chromosome X. celle-ci a été utilisée pour la
premiere fois pour la détermination génétique du sexe des individus suspects. Ce qui permet
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L’exclusion immédiate de 50% de la population dans les cas d’identification du sexe. Le
principe de cette méthode repose sur 1’amplification par PCR d’une partie du premier intron
du gene de I’Amélogénine située en dehors des régions recombinantes, en utilisant un couple
d’amorce s’hybridant en amont et en aval de cette délétion. La taille des fragments amplifiés,
est de 106 paires de base pour le chromosome X est 112 paires de base pour chromosome Y.
ces amorces sont généralement incluses dans les kits commerciaux utilisés pour
I’identification génétique des individus (Sullivan et al, 1993).

Néanmoins chez certains hommes, I’amélogénine du chromosome Y n’est pas amplifiée
suite a une délétion sur le bras court du chromosome, ce qui donne un profil ADN qui peut
étre faussement interprété comme profil féminin (Jobbling et al, 2007).

V-Nature des prélevements :

Des profils ont été également obtenus a partir des prélevements par écouvillonnage sur la
surface de la peau (von Wurmb-Schwark et al., 2006), ainsi qu’a partir de traces de contacts
direct sur divers objets (Wickenheiser, 2002 ; Phipps et Petricevic, 2007).

Il existe deux types d’indices biologiques, I’un dit « trace » prélevé sur les lieux du crime et
I’autre dit « comparaison » prélevé sur les personnes connues (suspect, victime ou parents).

V-1 Sur scéne :

-Sang : est le matériel biologique le plus souvent rencontré dans les scenes de crimes,
principalement en raison de la nature violente de nombreux crimes, mais également du fait
qu’il soit facile a visualiser en comparaison aux autres liquides biologiques (Goodwin et
al.,2007).

-Salive : contient des cellules de la paroi buccale. En criminalistique la salive est retrouvée
essentiellement sur les mégots de cigarette, timbres et enveloppes, les verres et bouteilles
(Tanaka,2000).

-Sperme : formé principalement de spermatozoides, contient également des cellules
épithéliales et des globules blancs, ce qui permet d’obtenir un profil ADN méme sur un
individus azoospermique. Il est particulierement recherché en cas d’agression sexuelle, et peut
étre prélevé sur la victime ou ses vétements (Skinker,1997).

-Autres traces : Eléments pileux, urines, excréments, os, ongle, pellicules, phanere, tissus,
poils d’animaux domestiques... (Fridez,2000 ; Coquoz,2003).

V-2 Prélevement de comparaison :

Le matériel de comparaison d’un individu, est un échantillon de ce méme individu contenant
son matériel génétique. Si 1’individu recherché est inaccessible, on peut utiliser des effets
personnels (brosse a dent, rasoir ou peigne) ou du matériel biologique de parents proches dont
I’ADN permet de tirer des conclusions solides (Coquoz, 2003).

Le matériel de comparaison traditionnel est le sang. Il présente plusieurs avantages. C’est une
source stérile, disponible en grande quantité.
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L’autre source majeure de matériel de comparaison est la salive ou les cellules de la
mugqueuse buccale. Il fournit des quantités d’ADN variant substantiellement d’un prélévement
a I’autre. Son grand avantage est son accessibilité sans blesser I’intégrité corporelle de
donneur (Coquoz, 2003 ; Belkhirat et Khaous, 2009).

V-3 Prélevement sur victime d’agression sexuelle :

Dans un cadre 1égal et reglementaire, I’examen d’une victime de viol doit étre effectué
par un médecin légal. Les prélevements sont effectués en fonction des éléments du dossier.

D’abord les prélevements vaginaux et/ou anaux, ensuite les effets vestimentaires de la
victime et enfin les prélevements sous unguéaux, réalisé sous les ongles de la victime afin de
recueillir d’éventuelles cellules de I’agresseur.

L’examens peut étre réalisé sur réquisition des autorités judicaire dans le cas de dépot de
plainte préalable par la victime adulte ou par les parents de la victime mineure. Les examens
gynécologiques et prélevements doivent se faire en urgence et le certificat doit €tre remis a
I’autorité judicaire requérante, ou bien sans réquisition, il s’agit en général de faits récents, la
victime ne voulant pas ou n’osant pas porter plainte. Cependant, il faut réaliser ’examen et les
prélevements comme en réquisition. Un certificat descriptif sera remis a la victime dans ma
perspective d’un éventuel dépdt de plainte ultérieur (Hariot, 2001).

V-4 Trace de sperme :

Le sperme formé principalement de spermatozoides, contient également des cellules
épithéliales et des globules blancs, ce qui permet d’obtenir un profil ADN méme sur un
individu azoospermique. Il est particuliecrement recherché en cas d’agression sexuelle, et peut
étre prélevé sur le victime ou ses vétements (Skinker, 1997).

V-4.1 Le fluide séminal :

Le sperme ou liquide séminal est le fluide corporel le plus utilisé en médecine 1€gale, il est
produit par les males post puberes et éjaculé apre simulation sexuelle. C’est un mélange semi-
liquide de cellules, d’acide aminés, de sucres, de sels, d’ions, et d’autres matieres organiques
et inorganiques, élaboré comme une masse gélatineuse hétérogene apporté par les vésicules
séminales. La prostate et des glandes de cowper.

Les volumes d’éjaculat des males humains vont de 2 a 6 ml et contiennent typiquement
entre 100 a 150 millions de spermatozoides par ml.

Certains états pathologiques comme maladies génétique ; 1’abus d’alcool et drogue...ext
peuvent enréner une réduction ou une absence totale de spermatozoides (Stuart et al, 2004)

V-4.2 Les cellules de sperme :

Le composant cellulaire de sperme est le spermatozoides ou cellules spermatique ce dernier
est formé par la tét€ de forme ovoide contient le noyau cellulaire et une structure flagellée
(Stuart et al ;2004).

10
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Figure 2 : La composition du spermatozoide humain (Refaat, 2014).

V-4.3 Tests préliminaires : Identification du sperme :

Les taches de sperme peuvent étre caractérise par la visualisation de spermatozoides (par un
examen microscopique), par la recherche de phosphatase acide (AP enzymes spécifiques au
sperme) sur des preuves d’agression sexuelle, ou par la recherche de I’antigene spécifique de
la prostate (PSA ou p30) (Sensabaugh, 1979 ; Saferstein 2001).

VI -Etude d’analyse STR autosomique/chromosome Y lors d’agression
sexuelle pour Pidentification d’un profil génétique :

VI -1 Extraction de ’ADN :

Un échantillon biologique obtenu a partir d'une scéne de crime, sous la forme d'une trace de
sang, d’un écouvillon buccal, de sperme ou de tissu provenant d’individu connu, contient un
certain nombre de substances en plus de I'ADN. Les protéines cellulaires qui protegent et
empaquettent ' ADN dans l'environnement de la cellule peuvent alors inhiber la capacité
d'analyse de I'ADN. Par conséquent, les méthodes d'extraction ont été¢ développées pour
séparer les protéines et autres matériaux cellulaires des molécules d'ADN. Idéalement, le
processus d'extraction d'ADN devrait éliminer les inhibiteurs qui réduisent ou empéchent
I'amplification de la réaction de polymérisation (PCR) (Butler et Hill, 2012).

Les objectifs du processus d'extraction d'ADN sont :
*[1La lyse des cellules pour libérer les molécules d'ADN.
*[JLa séparation des molécules d'’ADN des autres matériaux cellulaires.

*[JI’isolement de L’ADN de haute qualité qui ne se dégradera pas au fil du temps dans une
solution stable.

I1 existe plusieurs méthodes d’extraction, principalement utilisées dans les laboratoires de
médecine 1égale, mais le procédé exact varie selon la nature de I’échantillon analysé (Butler,
2003).

11
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VI -1.1 Extraction différentielle :

L’extraction différentielle est une technique qui sépare les cellules épithéliales des
spermatozoides dans le cas des agressions sexuelles, ce qui permet de différencier le profil
masculin du profil féminin. Cette méthode implique la lyse préférentielle des cellules
épithéliale par une incubation dans un mélange SDS/protéinase K, puis les cellules
spermatiques sont lysées par traitement avec le mélange SDS/Protéinase K/dithiothréitol
(DTT). Le DTT permet de rompre les ponts disulfures présents dans la membrane nucléaire
des spermatozoides (Buttler, 2003).

Remove a
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the mixed
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" \ e — (call lysis buffer)
D . \\_, Incubate
<D, P at 37°C
o J e ] &<
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Figure 3 : Processus d’extraction différentielle utilisé pour séparer les spermatozoides des
cellules épithéliales féminines (Butler, 2011).

VI -1.2 Le challenge de ’extraction différentielle :

1) Les échantillons biologiques en mélange sont en quantité souvent 5000 fois inférieure
a ceux ordinairement adresser aux laboratoires hospitaliers.

2) 1l faut prendre en considération le temps écoulé entre le rapport en cause et le
prélevement de I’échantillon.

3) Faire une extraction d’un méme type cellulaire n’est pas aussi difficile qu’une
extraction d’un mélange de cellules de la victime et I’auteur de viol ce qui rend la
séparation des cellules spermatique et épithéliale une étape cruciale en cas de
prélevement vaginaux si le nombre de spermatozoides est minoritaire leurs

caractéristiques génétiques peuvent ne pas apparaitre apres analyse (de Mazancourt et
al. 2006).

12
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VI-2 Quantification de L.’ADN :

Le probléeme typique d’une analyse ADN est la détermination de la quantité d’ADN
optimale pour la réaction PCR (Tringali et al., 2004 ; Kline et al., 2005), une déviation de
cette quantité produit des profils présentant un déséquilibre des pics, un allele ou locus drop-
out ou absence totale de profil (Alonso et al., 2004). Le grand impact de la concentration de
I’ ADN sur le succes de I’amplification par PCR fait qu’une quantification fiable, sensible et
spécifique de I’ADN humain est essentielle (Schulz et al., 2006). La quantification de ’ADN
fait donc appel a la technique de PCR en temps réel (Swango et al., 2007), qui est réalisée en
présence d’un contrdle interne de la PCR (IPC) qui permet la détection des inhibiteurs de PCR
(Swango et al., 2006 ; Costello et Schumm, 2006), et renseigne sur 1’état de dégradation de
I’ ADN dans I’échantillon (Swango et al., 2006, Ricci et al., 2006).

VI-2.1 La technologie de I’hydrolyse des sondes :

Une des méthodes appliquées pour la quantification de I’ADN présent dans les
extractums (ADN extrait) est basée sur la technologie de I’hydrolyse des sondes. La chimie
utilisée dans I’expérimentation est la Tagman. Cette technologie repose sur I’activité 5’
nucléase de I’ADN polymérase impliquée dans la réaction de PCR. En effet, en progressant,
celle-ci va déplacer et cliver la sonde allele spécifique hybridée a I’ADN cible. Cette sonde
est dessinée de maniere a permettre la capture de la fluorescence du fluorophore donneur (en
5’ de la sonde) par le fluorophore receveur (en 3’ de la sonde). Ainsi, lors du clivage de la
sonde par I’ADN polymérase, le fluorophore donneur et receveur sont éloignés permettant la
détection de la fluorescence (Linacre et Tobe, 2013).

- llllr
1l 1 a

g s — g

~ 3 ?I
.
[ 4
3 - 5 - ]_J.II - e
1.} - sonde TagMan t:mummmm kel AN double brin cible
'|?mndeh}dmhdewe:ﬁmﬂmﬂtm.i - amplicon * ATNCHCE

Figure 4 : principe de la sonde Tagman (Poitras et Houde, 2002).

(a) Durant I’étape de dénaturation, la sonde est libre en solution.

(b) A la température d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident 2 leurs
séquences cibles respectives et 1’aproximité des fluorochromes permet 1’inhibition de la
fluorescence. La polymérisation débute.

(c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré
de ’environnement du suppresseur permettant ainsi 1’émission de la fluorescence.
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VI-3 Amplification de I' ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventée par Mullis en 1983 et brevetée en
1985. Son principe repose sur 1’utilisation de I’ADN polymérase. Il s’agit d’une réplication in
vitro des séquences spécifiques d’ADN. Cette méthode permet de générer des dizaines de
milliards d’exemplaires d’un fragment d’ADN particulier (séquence d’intérét ou ADN cible) a
partir d’un extrait d’ADN (ADN matriciel).

En effet, si la séquence d’intérét est présente dans I’extrait d’ADN, il est possible de
I'amplifier sélectivement en tres grande quantité. La puissance de la PCR repose sur le fait que
la quantité d’ADN matriciel n’est pas, en théorie, un facteur limitant. On peut donc amplifier
des séquences nucléotidiques a partir de quantités infinitésimales d’extrait d’ADN.

La disponibilité de quatre fluorochromes distincts facilite le développement du systeéme de
réaction de polymérisation en chaine des séquences (Doutremepuich, 2001). Il s’agit alors
d’une analyse de STRs au moyen d’un kit multiplexe.

VI-8 Post amplification :

Avant de faire passer les amplicons des échantillons sur le séquenceur, I’ADN doit se
présenter sous forme monocaténaire, a cet effet, la dénaturation de I’ADN est réalisée en
utilisant le formamide (agent intercalant) et la chaleur, suivie par un choc thermique pour
assurer et prolonger la dénaturation de I’ADN. Durant cette étape, un standard de taille est
également ajouté fournissant 16 simples fragments classés selon leurs tailles, chacun des
fragments étant marqué avec un fluorophore de couleur orange (Poitras et Houde, 2002).

VI-5 Electrophorese capillaires :

La derniere étape dite de génotypage consiste en une migration différentielle des
amplicons dans des capillaires contenant une solution de polymere (électrophorese capillaire)
Leur détection est réalisée par fluorimétrie grace aux marqueurs fluorescents qui leur sont
couplés lors de la PCR. Electrophorese capillaires est une technique physico-chimique qui
sépare des constituants ionisé€s en fonction de leur taille dans un champ électrique (Butler et
al, 2001).

Depuis une vingtaine d’années, le développement de nouveaux supports (gels de
polyacrylamide, d’agarose et enfin capillaires de silice) comme champ migratoire a donné a
I’électrophorese un nouvel essor (Butler et al, 2001).

Le support de migration est alors un gel liquide POP4-ABI contenant le polymere de
séparation, les sels nécessaires a la migration et 1’'urée (condition dénaturantes) (Butler et al,
2005), (McCord et al, 2007).

Les avantages du 1’Electrophorese capillaires :
e La séparation des fragments
e Préserver les échantillons
e Les résultats sont générés dans un format de données brutes
e Détection automatisée évite la contamination (Butler, 2005).
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VI-6 Validation des profils génétiques :

Une fois les résultats d’ADN obtenus apres séparation et détection des produits PCR,
un profil génétique est généré grace a des logiciels d’analyses génétiques, les données de
I’électrophorégramme étant traduites en un profil exploitable.

L’objectif des laboratoires d’analyse de I’ADN est en effet de produire un profil
d’ADN pour tous les types d’échantillons inconnus ou de référence en vue de
comparaisons a des fins d’identification (Sozer, 2014).
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Figure S : Présentation du résultat d’analyse (Profil génétique déterminé a partir d’un
échantillon biologique) avec le Kit Identifiler (Laboratoire Central de Police
Scientifique et Technique de la Stireté Nationale, 2009).
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

Chapitre 11 :

Toutes les étapes de 1’expertise qui vont suivre ont été effectuées au niveau du département
d’identification génétique du Laboratoire de la Police Scientifique et Technique (LPS), pour
une période de cinq mois, de Février a juin 2020 suivant les exigences de la norme ISO
17025, une séparation physique est mis en place des examens effectués sur les traces
biologiques a analysé a des échantillons de références qui sont des prélevements des suspects
(présumés agresseurs), afin d’éviter toute contamination entre les deux types d’échantillons.

Dans ce contexte, notre étude traitera des affaires requis selon les normes de 1’assurance
qualité, considérés comme des lignes directrices pour 1’analyse de nos échantillons et
I’interprétation des résultats obtenus. En appliquant la procédure d’évaluation des résultats
d’ADN autosomique, amplifiés par le kit Identifiler® Plus et ’ADN chromosome Y par le kit
Y filer, avec des parametres bien définis par le laboratoire de Police Scientifique et Technique
(LPS) ; et cela dans le but de fournir une Procédure Opérationnelle Standard (SOP).

I-Matériels :

I-1 Matériel biologique :

Pour la réalisation de ce travail, nous avons effectués une expertise génétique sur sept cas
d’affaires d’agressions sexuelles. Ce choix a été fixé a cause des problemes d’interprétations
des mélanges de profils génétiques partiels, obtenus apres analyse d’ADN autosomique,
amplifié par le kit Identifiler® Plus et les haplotypes Y par le kit Y filer.

Les traces de sperme analysés ont été prélevées sur la partie génitale (écouvillon
vaginal/écouvillon anal) ou bien sur des effets vestimentaires plus précisément des sous-
vétements (Tableau 3 et 4).

I-1.1 Echantillonnage :

Les prélevements biologiques de référence ont été réalisé sur des tubes EDTA pour le sang
par le médecin avec fiche de prélevement ou bien des prélevements buccaux sur écouvillons
stériles effectués par des agents qualifiés avec une fiche de prélevement.

1-2 Matériel non biologique :

Les différents salles, équipements et réactifs utiles lors du protocole d’analyse ont été
répertoriés.

Lors des différentes manipulations, nous avons fait appel au matériel suivant :

I-2.1 Appareillage : annexe 2.

16



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Tableau III : Examen des scellés de trace.

N° d’affaire | N° de scellé Description du scellé
01 01 Un sous vétement de couleur blanche pour femme présentant des traces suspectes.
02 01 Un prélévement vaginal sur un écouvillon effectué sur la victime.
02 Un prélévement anal sur écouvillon effectué sur la victime.
03 01 Un prélévement vaginal sur écouvillon effectué sur la victime.
02 Un sous vétement de couleur rouge pour femme présentant des traces suspectes.
04 01 Un sous vétement féminin (culotte noir) présentant des fraces suspectes.
05 01 Un scellé judicaire contenant une pile de lingette portant des traces suspecte.
02 Un prélévement vaginal sur écouvillon effectué sur la victime.
06 01 Un prélévement vaginal sur un écouvillon effectué sur la victime.
02 Un prélévement vaginal sur un écouvillon effectué sur la victime.
03 Un prélévement anal sur un écouvillon effectué sur la victime.
07 01 Un pantalon noir appartenant 4 la victime.

Tableau IV : Examen des scellés de comparaison.

N° d'affaire | N° de seellé Description du scellé
01 02 Un prélevement sanguin sur un ecouvillon appartenant au suspect.
02 03 Un prelevement buccal sur un ecouvillon appartenant a la victime.

04 Un prélévement buccal sur un écouvillon appartenant au suspect.

03 03 Un prelevement sanguin sur un ecouvillon appartenant au suspect.

04 02 Un prélévement sanguin sur un ecouvillon appartenant au suspect.

03 Un prélévement sanguin sur un ecouvillon appartenant a la victime.

05 03 | Un tube de sang appartenant au suspect,

06 04 Un préléevement sanguin sur un ecouvillon appartenant a la victime.

05 Un preleévement sanguin sur un ecouvillon appartenant au suspect.

07 02 Un prelévement buccal sur un écouvillon appartenant a la victime.

03 Un prelévement buceal sur un écouvillon appartenant au suspect.
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II-Méthodes :

Dans ce travail nous avons traité des affaires réelles et réalisé une expérience afin de
déterminer des profils génétiques a partir de traces de sperme laissés sur des sous-vétements
ou des prélevements anaux ou vaginaux sur des écouvillons.

II-1 Nettoyage et préparation de la surface de travail :

11 s’agit d’une étape préparatoire obligatoire avant chaque examen de scellés, et elle consiste
en:

- Nettoyage de la paillasse avec 1’eau de javel 10% ou SDS 0,1%.
-Division de la surface de travail en 3 parties distinctes.
-Nettoyage du matériel et équipements a utiliser.

-Mettre du papier paillasse pour déposer les pieces.

-Ouverture du dossier : une fois que I’affaire est distribuée selon un ordre des analystes
dans un registre de roulement des affaires, le chargé d’affaire la prend et il procede a :

Lire attentivement la réquisition.

Vérifier les picces selon la réquisition.

Séparer les scellés trace et comparaison.

Conserver les scellés comparaison dans leur emplacement.

Procéder a I’ouverture des scellés traces suivant un protocole d’assurance
qualité.

ANANENANEN

I1-2 Recherche des taches suspectes :

-Identifier chaque numéro d’ADN qui sera unique avec un code barre : chaque numéro
d’ADN correspond a un scellé ou sous scellé ou bien des taches prélevées sur un scellé.

-Fixation avec photographie.
-Procédé a la recherche des tiches suspectes et les validé avec des tests préliminaires.

II-2.1 Les tests préliminaires des échantillons traces :

Les étapes préliminaires consistent en la recherche de traces biologiques de sperme par des
tests indicatifs (chimiques, immunologique) indispensable a la détection, non seulement de la
nature des traces visibles mais également aident a la recherche de traces invisibles sur
différents supports.
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II -2.1.1 Test d’orientation :

Examen optique sur tissu et recherche de phosphatase acide sur les préleévements et les
pieces regus.

II -2.1.1.1 Examen optique au crimelight :

Pour la détection de I’emplacement des taches de sperme sur le tissu, on utilise un crime
light, un appareil capable de produire une lumiere bleue a 470 nm pour vérifier la présence
des taches de sperme qui émet une fluorescence a cause des flavines, 1’observation se fait
avec des lunettes de protection a filtre jaune ou orange.

Les taches de sperme présumées, sont alors délimitées a 1’aide d’un feutre et découpées
pour extraire le sperme du tissu par macération. Cependant la présence de la fluorescence
n’indique pas toujours la présence de sperme. En effet, certaines bactéries, 1’urée et la salive
sont capables d’émettre la méme fluorescence.

11-2.1.1.2 Examen chimique : recherche de phosphatase acide (PA) :

La phosphatase acides AP est une enzyme en concentration particulierement élevée dans
le sperme et est une enzyme qui catalyse les réactions de décomposition des groupements
phosphates, Sa détection est possible par utilisation de composé phosphaté conduisant a la
formation d’un produit coloré lors de la réaction catalysée par I’enzyme. La méthode est
basée sur I’hydrolyse de a-naphtyl phosphate au Ph 5,0 par I’ AP produisant le a-naphtol et le
phosphate inorganique selon la réaction suivante :

Phosphatse acide

o -naphtyl-phosphate ct-naphtyl + P1

a-naphtyl+ fast blue * donne une couleur mauve —violette

Le test de phosphatase acide peut se faire selon deux techniques en fonction de la nature et
la taille de 1’échantillon :

v" La technique se fait sous presse «in situ » pour les vétements de grande taille.
v' Latechnique se fait en tube aprés macération pour les prélévements vaginaux et
anaux et pour les bouts de tissus découpées a partir des sous-vétements

Protocole de macérations :

e Onplace 1 cm: du tissu analysé ou 1’écouvillon dans un tube eppendorf.
e On ajoute 750 ul de I’eau physiologique puis on laisser macérer a température
ambiante pendant 2h ou durant toute la nuit au réfrigérateur.

e Le macérat est ensuite passé dans un tube passoir et centrifugé a 13000 tpm pendant
3minutes.
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Le surnageant est récupéré pour réaliser les tests préliminaires PA et 1’ Antigéne Prostatique
Spécifique (PSA).

Le test PA en tube se fait sur le surnageant récupéré apres macération du tissu ou
I’écouvillon selon le protocole suivant :

Protocole PA en tube :

e Ajouter 100ul de solution alpha-naphtyl-phosphate a 100ul du surnageant de macérat
obtenu apres centrifugation, on agite et laisse reposer 15 min.
e On ajoute 100ul de fast bleu et I’observation se fait 1’ceil nu.

Un résultat positif apparait en violet tandis qu’en absence de sperme 1’échantillon reste
incolore.

Protocole de technique sous presse :

e e vétement ou le tissu est posé a plat et recouvert d’une feuille papier.

e  On pulvérise dessus la solution d’alpha-naphtyl-phosphate et on compresse pendant
20 min.

e  On pulvérise dessus la solution chromogene fast bleue
e Laprésence du sperme se traduit par la coloration violette.

Cependant la spécificité du test de la PA est insuffisante pour éviter toute ambiguité car il
peut donner des faux positifs et faux négatifs donc il faut utiliser un test de confirmation.

II -2.1.2 Test de confirmation : recherche de PSA

La recherche de 1’antigene prostatique spécifique (Prostate Specific Antigen, PSA) ou
protéine p30 est devenue la méthode de choix pour la détection du sperme, en particulier en

absence du spermatozoide lors des agressions sexuelles dans le domaine forensique (Healy et
al, 2007).

Le test immuno-chromatographique SERATEC PSA-SEMIQUANT permet de détecter la
glycoprotéine P30 produite par les cellules épithéliales du tissu prostatique.

Cette protéine présente dans le liquide séminal a la concentration de 0,5 a 3,0 mg/ml a pour
fonction de fluidifier le liquide séminal. Sa sécrétion est indépendante de la production de
spermatozoides.

Principe :

Le test utilise deux anticorps anti-PSA murins reconnaissant deus épitopes différents de la
PSA conjugués a un colorant et pouvant se fixer a la PSA humaine.

Les complexes antigéne-anticorps obtenues migrent a travers la membrane vers la zone de
réaction ou se trouvent des anticorps polyclonaux anti-PSA immobilisés. Le complexe
antigeéne-anticorps avec les particules colorées entrainent la formation d’une lignée indiquant
la présence de la PSA humaine.

20



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Les anticorps monoclonaux mobiles non liés a la PSA humaine migrent sur la membrane
vers une zone de contrdle dans laquelle résident les anticorps anti-Ig immobilisés. Un
complexe se forme et s’accompagne également de la formation d’une ligne. Le test est
considéré comme valide quand une ligne dans la zone de contrdle est observée. Ainsi, la

région du controle C et la région standard interne i sont indépendantes de la présence de PSA
dans les échantillons biologiques.

No test result line: Red test result line:

Negative Positive
| ! I I 2nd Anti-PSA-antibody
membrane fixed
E A Psa

ist Anti- PSA- antibody
goldlabelled, mobile

Fas
Lo

e

No PSA in sample PSA containing sample

Figure 06 : Réaction anticorps -antigene.

Interprétation du test :

SERATEC PSA

Ligne de résultat du test
Ligne de controle .(C)i / \ (T) : uniquement visible sur
Contrdle des potentielles les échantillons positifs 2

erreurs d'utilisation et de PSA ; l'intensité de la

l'intégrité des couleur de la ligne peut

composants du test. p : ) — varier et dépend de la
Cette ligne est toujours Etalon interne : 1'intensité concentration en PSA de
visible si le test a été de couleur de la ligne 1'échantillon.
correctement réalisé. correspond a une
concentration en PSA de 4 ng
de PSA/ml.

Figure 07 : Conception de bandelette de test immunochromatographique (Original).
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Protocole :
-Mettre les échantillons dans des tubes eppendorfs.
-Ajouter 500ul de la solution du tampon spécialement élaborée pour les PSA semiquant.
-Laisser macérer pendant 2h a 4 C°.
-Récupérer le macérat dans de nouveaux tubes passoires.
-Centrifuger les tubes a 13.000 rpm pendant 3 minutes.
-Le surnageant sera utiliser pour le test d’orientation et confirmation Seratec PSA Semiquant.

-Mettre tous les composants du test a température ambiante avant la réalisation. Les basses
températures peuvent entrainer une diminution de la sensibilité.

-Retirer la cassette de test du sachet de protection et I'étiqueter pour permettre son
identification.

-Ajouter 3 gouttes de 1’échantillon (env. 120 ul) dans la chambre d’échantillonnage a l'aide de
la pipette en plastique fournie et lancer le chronometre.

-Lire le résultat du test apres 10 minutes a température ambiante. Le liquide dans la chambre
d’échantillonnage doit étre totalement absorbé.

-Conserver le reste de 1'échantillon pour éventuellement effectuer d'autres tests.

11-2.3 I’extraction de I’ADN :

11-2.3.1 Pextraction ordinaire (sperme pur) :

Lors d’agression sexuelle, I’extraction ordinaire s’effectue sur les échantillons des sous-
vétements contient des taches de sperme.

Principe de la méthode :

L’extraction de L’ADN par le kit QIAGEN est basée sur 1’utilisation de colonne revétue
d’une matricide silice qui est capable de fixer sélectivement I’ADN (silice chargé
positivement et I’ADN chargé négativement) en condition en force ioniques élevées.

Processus opératoire :

-Avant de commencer la lyse si I’ATL contient des cristaux le faire chauffer a 70°C en
appliquant une agitation douce.
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A-Lyse :

1-Dans un tube de 2ml, immerger un échantillon de 0.5 cm? dans 300ul de tampon ATL et
20ul de PK du kit et lorsque vous manipulez de sperme ajouter 20 ul de DTT 1M.

2-Vortexer pendant 10 secondes et incuber pendant 1h & 56° avec une agitation de 900rpm, en
absence de bloc chauffant avec agitateur, faire agiter les échantillons pendant 10 secondes
chaque 10 minutes.

3- Centrifuger quelques secondes pour faire tomber les gouttelettes acculées dans le couvercle
d’eppendorf.

4- Passer I’échantillon en tube passoire pour récupérer le lysat.
5- Ajouter 300ul de tampon AL et vortexer pour bien mixer pendant 10 secondes.

6- incuber pendant 10min a 70°C sur le bloc chauffant avec agitateur de 900rpm, en absence
de bloc chauffant avec agitateur, faire agiter les échantillons pendant 10 secondes chaque
3min.

B-La purification :

1-Centrifuger brievement pour faire tomber les gouttelettes et ajouter 150ul d’éthanol absolu.

2-Vortexer pendant 15 seconde, centrifuger brievement et déposer le tout doucement au centre
d’une colonne QIAamp MinElute column, préalablement identifiée sans toucher la membrane
avec le cone de la pipette.

3-Centrifuger 1min a 8000 rpm.

4-Eliminer le tube contenant 1I’éluant, transférer dans un nouveau tube de 02ml et ajouter
500ul de tampon AW1.

5-Centrifuger Imin a 8000 rpm : 45m un nouveau tube de 02ml et ajouter 700 pl de tampon
AW2.

6-Centrifuger 1 min a 8000 rpm.

7-Eliminer le tube contenant 1’€luat transférer la colonne QIAamp MinElute column dans un
nouveau tube de 02ml et ajouter 700ul d’éthanol absolu.

8- Centrifuger 1min a 8000 rpm.

9- Eliminer le tube contenant I’€luat ; transférer la colonne QIAmp MinElute column dans
nouveau tube de 02 ml.

10- Centrifuger 3min a 14000rpm.

11- Placer la colonne QIAamp MinElute column dans un nouveau tube de 1 ;5 ml stérile
préalablement identifi€ ouvre la couvercle de la colonne et laisser sécher a température
ambiante pendant 10 minute ou a 56° pendant 03 minute
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12-Ajouter 20 a 50 ul du tampon ATE ou bien de 1’eau distillée, fermer le capuchon de la
colonne.

13- Incuber pendant 1min a température ambiante, centrifuger pendant 1min a 14000rpm pour
récupérer ’extractum Jeter la colonne.

14- Conserver les tubes d’ADN a -20° C.

11-2.3.2 I’extraction différentielle :

Lorsqu’un échantillon est prélevé sur un écouvillon vaginal/anal contient le sperme
d’agresseur mélangé aux cellules épithéliales de la victime. Il est nécessaire d’effectuer une
extraction différentielle qui consiste a séparer les cellules épithéliales de la victime dans une
fraction (dite fraction féminine) et les spermatozoides (dite fraction masculine) ensuite
I’extraction de I’ADN est effectuée sur chacune des fractions obtenues apres une lyse
différentielle afin d’isoler les spermatozoides de toutes les autres cellules.

Protocole :

1-Lyse cellulaire douce des cellules épithéliales :

Dans un premier temps une lyse dans des conditions douces permet de lyser les cellules
autres que les spermatozoides.

e Le culot obtenu apres macération et centrifugation de 1’échantillon est resuspendu
dans 500ul de tampon de lyse.

e On ajoute 12l de protéinase K, on vortexe 1égerement.

e Apres incubation 2h 56° le tube est soumis a une centrifugation pendant 5 min a une
13000 tpm.

e Le surnageant est récupéré dans un tube eppendorf et conservé a 4°C en attendant
I’extraction I’ADN.

Le culot est soumis a 3 lavages a 1’eau physiologique pour éliminer I’interphase et I’ADN
féminine interférant le culot contenant les tétes de spermatozoides.

2- Lyes des spermatozoides :

e Le culot remis en suspension dans 500ul de tampon de lyse est traité par addition de
12ul de protéinase K (PK)
e 20ul de dithiothréitol (DTT) et incubation pendant 2h a 56°C ou toute la nuit.

3- Extraction et purification :

La purification et I’élution sont faites de la méme maniere que 1’extraction ordinaire.
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11-2.4 La quantification DUO de ’ADN :

Le kit de quantification d'ADN Quantifiler Duo permet aux laboratoires forensique
d'obtenir simultanément une évaluation quantitative et qualitative de I'ADN humain (ADN
total) et ADN masculin dans une seule réaction de PCR en temps réel tres sensible. Cela guide
I’expert a choisir le kit adéquat (STR autosomique, Y-STR ou miniSTR) et rationalise le flux
de travail tout en augmentant les taux de réussite des analyses en aval.

Principe :

La PCR en temps réel (rt-PCR, q-PCR) peut €tre réalisé en utilisant une sonde marquée
spécifique de la cible dite sonde TagMan ou un autre flurochrome qui se lie a I’ADN.

La sonde TagMan porte a son extrémité 5’ un flurochrome Reporter et a son extémité 3” un
Quencher. Le Reporter est une molécule qui émet un signal de fluorescence a une longueur
d’onde spécifique est mesuré a la fin de chaque cycle de PCR. En absence d’amplification, la
sonde reste intacte, le Quencher (supresseur) absorbe en grande partie la fluorescence du
reporter donc le reporter est réprimé. S’il y a amplification, la sonde tagMan est hydrolysée
lors de I’étape d’élongation de I’ADN par I’activité exonucléasiques 5°-3” de I’ADN
polymérase. Le fluorochrome émetteur est libéré de 1’environnement du suppresseur
permettant I’émission de la fluorescence (figure 7).
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Figure 08 : Principe schématisé de 1’essai a la sonde TagMan. (Quantifiler® Duo DNA
Quantification Kit User Guide)
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La cinétique de la réaction PCR met en jeu 3 phases : une phase d’initiation (amplification
non détectable), une phase exponentielle et une phase plateau. La cinétique décrit une courbe
sigmoide (figure 8). En mesurant I’intensité de fluorescence émise a chaque cycle, il est
possible de suivre la formation des produits de PCR pendant la phase exponentielle (phase au
cours de laquelle la quantité de produits amplifiés est en corrélation directe avec la quantité
intiale de matrice) (Tse and Capeau, 2003 ; Vassias, 2012).
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Figure 09 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR quantitative (Tse and Capeau, 2003).

Tableau V : Cible du kit DUO.

Cible Gene taille Dye
(Ou se fixe I’amorce)

RPPHI1 14q11.2

ADN Humain (Ribonucléase PRNA 140 pb
HI1)
SRY Y11p.3

ADN Humain male (Sex determining 130 pb
region Y)

IPC ADN synthétique 130 pb
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Le but du kit DUO :

-Quantifier I’ADN humain total et I’ADN humain male.
-Déterminer le ratio ADN male ; ADN femelle.
-Détecter les inhibiteurs.

Composition du kit Quantifiler DUO :

-Primer : les sondes RPPH1-SRY-IPC respectivement étiquetées avec VIC-FAM-NED.
-Reaction Mix : ADN polymerase Taq Gold, des sels, un tampon, des dntpc, Mg++, ROX.
-ADN standard : ADN male.

-Buffer dilution (diluant) : Tris HCL+EDTA 5 PHOS.

Mode opératoire :

Commencer par remplir le plan de dépdt quantification Real PCR

1.Préparer la gamme standard a partir de I’ADN de 200ng /ul ; procéder aux dilutions
suivantes :

Tableau VI : La dilution des 08 standards de la quantification d’ADN.

Volume du standard Concentration Dilution
Std 1 : 30ul eau pure + 10ul DNA standard 50ng /ul 1/4
Std 2 : 10ul std1 + 20ul eau pure 16,7 ng /ul 1/3
Std 3 : 10ul std2 + 20ul eau pure 5,56 ng /ul 1/3
Std 4 : 10ul std3 + 20ul eau pure 1,85 ng /ul 1/3
Std 5 : 10ul std4 + 20ul eau pure 0,62 ng /ul 1/3
Std 6 : 10ul stdS + 20ul eau pure 0,21 ng /ul 1/3
Std 7 : 10ul std6 + 20ul eau pure 0,068 ng /ul 1/3
Std 8 : 10ul std7 + 20ul eau pure 0,023 ng /ul 1/3

2.Vortexer les tubes d’ADN q quantifier, le t¢émoin négatif et les standards.
3.Mélanger doucement par retournement le Reaction Mix.
4. Vortexer les primers (ne pas centrifuger).

S5.Apres la dilution des 8 standards, ces derniers sont déposés dans la premiere colonne de
la plaque, suivi par les extractums de nos échantillons (tableau 06).
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6.Calculer les volumes des différents réactifs nécessaires au mix (se référer au formulaire
suivi quantification real time PCR).

Tableau VII : Calcul des volumes nécessaires pour la PCR Temps réel.

Echantillons de trace Echantillons de comparaison
Nombre d’échantillon 17+08 Std-+02 (un Nombre d’échantillon 11+08 Std+02 (un
témoins positif et témoin négatifj=27 témoins positif ef témoin négatifj=21
Reactif Volume Reactif Volume

Reaction Mix x125ul=3375ul Reaction Mix Ax125ul=2625ul

Primer 27x105pl=2835pl Primer A x105u1=2205 pl

7.Repartir 23 pl de ce mix dans chaque puits.

8.Ajouter dans les puits 02ul de chaque échantillon (extractum) et standard (se référer
au plan de dépdt) donc le volume total dans chaque puits est égal a 25ul.

9.Recouvrir la plaque avec du papier adhésif.

10.Placer la plaque dans le thermo-cycleur 7500 Fast et lancer le programme
9600Emulation.

Une fois I’ordinateur allumé, mettre en marche le thermocycleur (ABI 7500 sequence
détection system de Applied Biosystems) et choisir 1’icone 7500 fast syst V1.4.0. Les puits a
analyser sont choisis apres introduction de la plaque dans le thermocycleur, auxquels on
applique les détecteurs des fluorochromes VIC (vert) pour I’ADN humain, FAM (bleu) pour
I’ ADN male et NED (rouge) pour I’'IPC. Le tableau est rempli selon le plan de dépot.

Les résultats obtenus a partir des échantillons traces en utilisant le kit DUO, peuvent nous
orienter ’analyse adéquate :

v" Soit vers ’analyse autosomal STR en utilisant Identifiler plus.
v" Soit vers ’analyse Y STR en utilisant Y filer.
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11.Proceder au calcule du ratio :

Calcul du ratio ADN male ; femelle :

Le ratio male : femelle :

ADN MALE ADN FEMELLE

ADN MALE ADN MALE

ADN TOTAL HUMAIN- ADN MALE

—
|

ADN MALE

» Le ratio calculé est [1 < 10], I’analyse est réalisée par STR Autosomal.
» Le ratio calculé est [1> 10], I’analyse est réalisée par haplotype Y.

11-2.5 Amplification d’ADN par la méthode de PCR :

La PCR (Réaction de polymérisation en chaine) permet d’amplifier de maniere
considérable la quantité d’ADN dont on dépose initialement en utilisant plusieurs amorces
spécifiques de différentes régions d’intérét.

Chacune des amorces étant marquée par un fluorochrome différent permettant d’attribuer un
allele a un systeme de STR donné (MANSUET-LUPO E al ,2007).

Selon le ratio de quantification DUO la PCR s’oriente vers deux kits différent.

11-2.5.1 L’ amplification par le kit AmpFISTR Identifiler plus :

On utilise ce kit quand le ratio calculé est [1 < 10], qui permet I’amplification de 15
répétions tétranucléotidique et le marqueur de sexe en une seule réaction.

Tableau VIII : le systeme des 4 fluorochromes des STR.

Couleur STR

D3 S158- THO1- D13 S317-D16S539

D8S1179-D21S11-D7S820-CSF1PO

NED (jaune) | D2S1338-D19S433-vWA-TPOX

D18S51-Amel-D5S818-FGA
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Ce kit utilise un systeme de 4 fluorochromes (tableau 08) marqueurs sur les amorces d’une
maniere a identifier des différents STR de différents mais de méme taille afin d’éviter le
chevauchement des fragments d’ADN au moment de 1’électrophorese capillaire

Mode opératoire :

-Le kit d’amplification cité précédemment, fourni par Applied biosystems, contient une
quantité de réactif suffisante pour réaliser 200 amplifications.

-L’amplification de I’ADN en utilisant ce kit nécessite 10 ul d’échantillon.

-Pour le bon déroulement de cette PCR, la concentration optimale d’ADN doit étre comprise
entre 0,05 et 0,1 ng /ul. Pour des concentrations élevées, les échantillons doivent étre dilués.

- Commencer par remplir le plan de dép6t de I’amplification puis identifier une plaque PCR
(numéro amplification) et vérifier la compatibilité des numéros d’ADN porté sur les tubes a
amplifier et le plan de dép6t (Tableau 09 et 10).

Tableau IX : Le plan de dép6t des échantillons traces dans la plaque de PCR.
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Tableau X : Le plan de dépdt des échantillons comparaisons dans la plaque de PCR.
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Le protocole suivi est dicté par le fournisseur et renferme les étapes suivantes :

I-Vortexer doucement pendant 5 a 10 sec les différents réactifs de la PCR (master mix,
primer set) ne pas centrifuger les primers (amorces) pour éviter leur concentration au fond du

tube.

2-Vortexer les tubes d’ADN a amplifier ainsi que les témoins (positif et négatif).

3-Calculer les volumes des différents réactifs nécessaires au mix (remplir le formulaire de
suivi amplification identifiler) (Tableau 11).

Tableau XI : Calcul des volumes des réactifs nécessaires a la PCR.

Echantillons de trace

Echantillons de comparaison

Nombre d’échantillon 9+02 (un témoin positit
et témoin négatif)=11

Nombre d’echantillon 7+02 (un témoin positif
et témoin négatif)=9

Reéactif Volume Reactaf Volume
Eeaction mix IIx10pd=110 1 Reaction mmix 9x10pl=90pul
Amorces 11x5pl=55ul Amorces Qx5pl=45pl

4-Préparer le mix dans un tube eppendorf.

5-Vortexer et centrifuger le tube.

6-Répartir 15ul de ce mix dans chaque puits (se référer au plan de dépot).
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7-Ajouter 10 ul de chaque échantillon dans son puits en suivant 1’ordre de dépot sans oublier
les témoins (positif et négatif), donc le volume final est de 25 pl.

8-Recouvrir la plaque avec une feuille d’aluminium.
9-Placer la plaque dans le thermocycleur et lancer le programme identifiler.
Le thermocycleur est programmé pour exécuter 28 cycles d’amplification selon 4 étapes :

1- Activation de la Taq polymerase a 95°C, durant 11 minutes

2- Dénaturation de deux brins d’ADN a 94°C durant 20 secondes.
3- Hybridation a 59°C pendant 3 minutes.

4- Elongation a 60°C pendant 10 minutes.

11-2.5.2 L’amplification de ’ADN par le kit Y filer :

Principe :

Le kit d'amplification Y filer est concu pour les laboratoires forensiques et est optimisé
pour aider a améliorer la résolution des traces de preuves et des mélanges d'agression sexuelle
qui contiennent de petites quantités d'ADN masculin dans un grand fond d'’ADN féminin.

Ce kit est un test multiplex a 4 colorants pour les courtes répétitions en tandem (STR).
Protocole :

Commencer par remplir le plan de dépdt de 1’amplification (Abi310-31000u3130XL) puis
identifier une plaque PCR (numéro amplification) (Tableau 12 et 13).

Tableau XII : Le plan de dépdt des échantillons traces dans la plaque de PCR
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Tableau XIII : Le plan de dépdt des échantillons comparaison dans la plaque de PCR.
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1-vérifier la compatibilité des numéros d’ADN portée sur tubes a amplifier et le plan de

dépot.

2-Vortex doucement pendant S5a 10 sec les différents réactifs de la PCR (mix, primers, taq) ne
pas centrifuger les primers (amorces)pour éviter leur concentration au fond du tube .

3-Vortexer les tubes d’ADN a amplifié ainsi que les témoins positifs et négatifs.

4-Calculer les volumes des différents réactifs nécessaires au mix (remplir le formulaire de
suivi amplification Y-filer).

Tableau XIV : Calcul des volumes des réactifs nécessaires a la PCR.

Echantillons de trace

Echantillons de comparaison

Nombre d’échantillon 7+02+01 (deux témoins
positif et témoin négatif)=10

Nombre d’échantillon 4+02+01 (deux témoins
positif et témoin négatif}=7

Eeactif

Volume

Reéactif

Volume

Reaction mix

10x 9,2 pl =92 pl

Reaction mix

7x92 ul=644pl

Taq Gold

10x08ul=8pnl

Taq Gold

Tx08pul=56ul

Amorces

10 x 5pl =50 pl

Amorces

Tx5ul=35ul

S-Préparer le mix dans un tube eppendorfs.

6-Vortexer et centrifuger le tube.

7-Répartir 15ul de ce mix dans chaque puits (se référer au plan de dépot).
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8-Ajouter 10ul de chaque échantillon (ne pas en prendre davantage) dans son puits en suivant
I’ordre de dépot sans oublier les témoins positifs et négatifs (0.1ng /ul).

9-Recouvrir la plaque avec une feuille d’aluminium.

10-Placer la plaque dans le thermocycleur et lancer un programme Y -filer.

Le thermocycleur est programmé pour exécuter 30 cycles d’amplification selon 5 étapes :

1- Activation de la Taq polymerase a 95°C, durant 11 minutes
2- Dénaturation de deux brins d’ADN a 94°C durant 1 minute.
3- Hybridation a 61°C pendant 1 minute.

4- Polyadénylatio a 72°C pendant 1 minute.

5- Elongation a 62°C durant 80 minutes.

11-2.6 Post-amplification :

Le volume des réactifs nécessaires (formamide et standard de taille (Liz)) est calculé selon
le tableau suivant :

Tableau XV : Volumes nécessaires pour la post-amplification

Echantillons de trace Echantillons de comparaison
Nombre d’échantillon 15+02 (un témoimn Nombre d’échantillon 11+02 (un témoin
positif et témoin négatifj= 17 positif et témoin négatifj= 13
Reéactif Volume Reactif Volume
Formamide 17x8,7ul=1445 pl Formamide 13x87pl=113,1pl
Standard de taille LIZ 17x03ul=51ul Standard de taille LIZ 13x03ul=39ul

Le volume de formamide et du standard de taille sont mélangés dans un tube, puis est
ensuite vortexé et centrifugé. Un volume de 9 ul de ce mélange est déposé dans chaque tube
selon un plan de dépdt. Un volume de 3 pl de chaque échantillon amplifié€ est prélevé de la
plaque amplifiée, puis déposé dans le puit correspondant de la plaque post-amplification
(Figure).

1,5 ul de Ladder et les deux témoins (positif et négatif) sont déposé apres le dernier
échantillon, puis les septas sont placés avant de d’introduire la plaque dans le thermocycler
pendant 3 min a 95°C puis dans le cryobloc pendant 3 a 5 min. La plaque est ainsi préte a étre
analysée.
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Figure 10 : Répartition des échantillons.

11-2.7 Electrophoreése capillaire :

Apres post amplification, les fragments d’ADN sont analysés par électrophorese capillaire
qui une méthode analytique basée sur la séparation des fragments sous I’influence d’un champ
électrique des particules chargées injectées dans un tube capillaire rempli du gel POP4.

Principe :

Les capillaires contenant d’un polymere POP4 (Performance optimized polymer 4) exerce
un effet de tamisage moléculaire, la solution tampon est un milieu conducteur qui permet le
transport de L’ ADN (chargés négativement) de la cathode vers 1’anode, cette migration se
base sur le rapport poids /charge.

Le séquenceur utilisé dans ce travail est le 3130XL Genetic analyser, comprenant 16
capillaires (36cm/50um) des qu’une molécule arrive au niveau de la fenétre de détection, elle
est bombardée par le faisceau laser du séquenceur et émet une fluorescence qui est captée par
une camera CCDS5 (charge coupled device).

Les données sont transmises au logiciel DATA COLLECTION, (I’intensité de la
fluorescence est directement proportionnelle a la taille des fragments d’ADN séparés, les cinq
fluorochromes utilisés dans le kit d’amplification sont : le 6-FAM™, VIC™_ NED™ et
PET™ [e cinquieme est le LIZ™ pour le standard de taille (Rao-Coticone et al., 2003).

I1-2.8 Analyse des profils génétiques :

Les données brutes collectées sont traitées par un logiciel spécifique Gene Mapper ID-X
software Applied Biosystems, permettant une interprétation des données sous forme de profils
génétiques. Ainsi, pour chaque échantillon analysé, un profil génétique est généré.
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Chapitre 111 :

I- Résultats et discussion :

I-1 Résultats des tests préliminaires :

I-1.1 Examen optique :

L’observation des sous-vétements des victimes au crime light : scellés N°01 des
affaires N°04, N°07, scellés N°02 de I’affaire N°03 permet de visualiser des traces de
sperme grace a un éclairage d’excitation de longueur d’onde de 490 mn qui donne une
fluorescence aux substances biologiques.

Toutefois I’absence de cette luminescence ne permet pas de conclure 1’absence des
traces spermes. Il est donc nécessaire d’effectuer d’autres tests complémentaires.

1-1.2 Examen chimique : recherche de phosphatas acide :

Une coloration violette est obtenue avec 1’ensemble des échantillons testés, ce qui
atteste de la présence de phosphatase acide aussi bien sur tube que sous presse.

Sous presse, la coloration sous forme de gouttes, taches ou zones violettes sur le
papier absorbant permet de détecter les taches suspectes sur le vétement lui-méme.

Le test de la PA est une technique qui a largement fait ses preuves, le transfert sur
papier filtre a permis :

» De Localiser des taches de sperme sur des grandes étoffes comme les
pantalons.

» De travailler de maniere exhaustive sur I’ensembles des piéces a conviction
sans les altérer.

» De détecter de taches de sperme sur des tissus couleur sombre et foncé.

L’interprétation de résultat reste délicate car la réaction peut s’avérer faussement
positive ou faussement négative par perte d’activité de la PA rapidement dégradé dans
des milieux extrémes physiques ou chimiques. La vitesse d’apparition de la coloration
est importante a surveiller :

-Un délai inférieur a 30 secondes est en faveur de la présence de sperme, une
vitesse plus lente conduit a une réserve sur résultat jusqu’au au contrdle ultérieurs.

-En présence d’autres types de sécrétion biologiques (vaginales), les taches
apparaissent plus en roses que violettes.
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C’est la raison pour laquelle un examen de certitude est systématiquement mis en
ceuvre a partir des zones révélées positives soit via crime light ou bien la phosphatase
acide afin de confirmer ou infirmer la présence de sperme.

I-1.3 Examen immunologique (Recherche de la Prostat Serum Antigen) :

Tous les échantillons analysés par les deux méthodes d’orientation doivent Etre
passés par le test PSA car il est un marqueur plus spécifique que les autres méthodes
pour la confirmation de la présence de liquide séminal.

La recherche de PSA sur macérat des échantillons prélevés sur les victimes de
cette étude s’est avérée positive dans tous les cas d’affaires ce qui confirme les
résultats des tests d’orientation précédente (examen optique+ phosphatase acide).

Résultat positif (PSA détectable) :

Laligne C est SERATEC PSA Laligne T est

visible donc le i visible donc la
test a été | —" | <—+—_ | présencedu

correctement sperme est
réalisé. positive

Trois lignes visibles dans la fenétre la ligne de résultats test T, la ligne étalon
interne et la ligne de contrdle C. toute ligne T visible fortement ou faiblement colorée
doit étre considérée comme un résultat positif.

I-2 Résultats de la quantification DUO :

Apres la quantification DUO des échantillons des sept cas d’affaires, nous avons
calculer le Ratio ADN [male : femelle] pour s’acheminer vers le kit d’amplification
qui correspond le résultat.

-Nous avons cité le calcul des affaires : affaire N°02, N°05 et N°06, pour expliquer le
choix de kit d’amplification utilisé.
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Affaire N°2 :
Echantillon ADNIt ADN male Ratio IPC
humain
2.1 4,03 0,71 1:46 -
2.2 0,15 0,01 1:14 -

ADN male/ADN male : (ADN total-ADN male) /ADN male
1 = (4,03-0,71) /0,71.
1 =4,61.

-Le ratio est inférieur a [1 : 10], On dirige ’analyse vers autosomal STR (identifiler
plus).

Affaire N°6 :
Echantillon ADN t ADN male Ratio IPC
humain
6,1 2,57 0.06 1:41 -
6,2 0.004 / Ind -
6.3 4.89 / 1:53 -

ADN male/ADN male :(ADN total-ADN male) /ADN male.
1 :(2.57-0.06) /0.06.
1 1 41.83.

-Le ratio est supérieur a [1 :10], I’ADN femelle est majoritaire donc il serait
judicieux d’orienter I’analyse directement vers Y STR (Y filer).

Affaire N°5 :

Scellé N° Quan?lte d"ADN Observation
Humain en ng/ul

Aucun profil génétique ne peut étre

Ech 5.1 0.004 , .
déterminé

Ech 5.2 4.3 Un profil génétique peut étre déterminé
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-L’échantillon 5,1 ne peut pas passer pour une analyse STR autosomaux ou
Haplotype Y puisque la quantité requise pour la PCR est comprise entre 0.05-0.1
ng/ul donc nous pouvons pas obtenir un profil.

-L’échantillon 5,2 a été extrait selon le protocole (I’extraction différentielle) apres la
lyse douce en deux échantillons :

-Echantillon 5,2 F1 correspond a la fraction spermatique.
-Echantillon 5,2 F2 correspond a la fraction épithéliale.

Donc la quantification DUO est une technique qui nous aide a prendre le moyen
simple de faire I’analyse en économisant du temps, des efforts et des réactifs de kit.

I-3 Génotypage :

1-3.1 Profils génétiques obtenus par le kit AmpFISTR identifiler plus :

AffaireN°01 :

Tableau XVI : Profils génétiques déterminés a partir de 1’échantillons trace.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5 FGA

VWA | TPOX

$317 | S539 | S1338 | S433 gss1 | Amel

S$1179 1811 S$820 | 1PO | S1358 ULl S818

Ech 1,1 : Trace de Sperme sur un sous vétement féminin (couleur blanche).

13- | 14-

10 - 6- 10- 16- 21-
30- 8- 11- 8- 17- 14- 15- 11-
13- 17 7- 11- 89 | 17- | XY 24-
124|312 | 10- [ 12 e |12 |12 | 20 |15 |7 A 12 | 5
16 18
Tableau XVII : Profils génétiques déterminés a partir de 1’échantillon comparaison.
Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus
D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
s1179 | 1s11 | s820 | 1Po | s1358 | THO! | s317 | ss39 | s1338 | sazz | VWA [ TPOX | gg5q | Amel | ggqg | FGA
Ech 1,2 : prélevement sanguin appartenant au suspect.
30- 8- 11- 7- 11- 14- 14- 8- 11-
14 1312 [10- |12 17 | 8 | 8 |12 | |16 |15-| o [16-| XY |42 |2
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Exemple d’interprétation :

Chapitre 111

Résultats et discussion

Le profil génétique obtenu a partir du prélevement sanguin appartenant suspect,
objet du scellé N°02 (Ech 1,2) ne peut étre exclu comme ayant participé au mélange
de profils génétiques obtenu a partir de la trace de sperme sur un sous vétement
féminin, objet du scellé N°01(Ech 1,2).

Affaire N°02 :

Tableau XVIII : Profils génétiques déterminés a partir des échantillons traces.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
S$1179 1811 S$820 1PO | S1358 THO1 S317 | S539 | S1338 S433 VWA | TPOX 8S51 Amel S818 FGA
Ech 2,1 : traces de sperme retrouvées sur le prélévement vaginal effectué sur la victime.
20-
12- 12- | 15-
29- 10- | 9 | 20- | 13- | 15- 15- 12- | 21-
18- gp (89 |13 BB &9y [ 43 | 22 [1a2| 18| 8 [20 | XY 13 | 24
14 14 | 14
25
Ech 2,2: traces de sperme retrouvées sur le prélévement anal effectué sur la victime.
12- g | 10| 15 o | 17 | 1% | 15 iz 20-
13- | 20 | oo | M| 16 & 1o | 10 |16 | & |14 -1 5
12- 89 | 10- 13.2- 8- | 15- | xv | 12-
14- 30 1 17- 13- | 20- 18- 24-
b 13- | Gg "ol % 142 e | 11| 18 13 | 5e
14 15.2 20
Tableau XIX : Profils génétiques déterminés a partir des échantillons comparaisons.
Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus
D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
S1179 | 1511 | s820 | 1PO | s1358 | 1H01 | 5317 | s530 | s1338 | sa33 | VWA | TPOX | gg5q | Amel | 5548 A
Ech 2,3 : Préléevement buccal sur un écouvillon de la victime.
142
9- | 20- 16- 12- 12-
1215 | 29 | 910 | 12 16 [ 9 | 11| 3| 5 - 1 hs | 8 |95 | XX | i3 20-21
15.2
Ech 2,4 : Prélévement sanguin sur un écouvillon du suspect
13- | 29- | 8- 13- | 15- | 8 | 10- | 9- | 20- | 13- | 15- 15- 12-
14 | 30 | 9 14 | 17 | 9 |11 |13 | 22 |142|18 | & |20 [XV ]| 13 | 2

40




Chapitre 111 Résultats et discussion

Affaire N°0S :

Tableau XX : Profils génétiques déterminés a partir des échantillons traces.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
$1179 1811 S820 1PO | S1358 THO1 S317 | S539 | S1338 | S433 VWA | TPOX 8S51 Amel S818 BEGA
Ech 5,2T1: Prélevement vaginal sur un écouvillon de la victime (fraction
spermatique)
e 3(1): A o TR I ]; ]g: 14- 11 2(1):
14- 10- | 10- | 16- 12- | 11- | 17-19 8-11 XY | 12-
15 | 32 [ 12 [ 11| 17 |89 | 13 | 12 e ) i 13 | &
32.2 16.2 | 18 25
Ech 5,2T2: Prélévement vaginal sur un écouvillon de la victime (fraction
épithéliale )
13- 8- o- 11- 11-
30- 15- | 6-7- | 11- 17- 15- 14- 21-
15- 10 | 10- 11- 13- 8-9 Xy | 12-

16 | 322 1 |1617 [ e |12 [ LS | 19 14 | 16 17 13 | 23
Tableau XXI : Profil génétique déterminés a partir de 1’échantillon comparaison.
Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
s1179 | 1511 | s820 | 1Po | s1358 | THO' [ s317 | s539 | s1338 | s433 | VWA | TPOX | gg5q | Amel | ggqg | FGA
Ech 5,3 : prélevement sanguin appartenant au suspect.
13- | 31- |10- |s8- 12- 13- | 17- 14- 12- | 20-
15 | 32 [12 |10 [V |79 | 43 |12 ] 1 Jwea|18 | & |17 | XY |13 | 25

Discussion :

-Les mélanges dont I’un des contributeurs (victime/suspect) est qualifié de «
majoritaire » ; ils se caractérisent par des alleles qui se distinguent par leur intensité
de fluorescence lors de 1’analyse, plus élevée (RFU élevé) que les autres alleles du
mélange (RFU faible). L’intensité des différents alleles étant corrélée a la proportion
respective de chaque contributeur dans le mélange, les alleles les plus intenses seront
associés au contributeur majoritaire, les alleles les moins intenses, aux contributeurs
minoritaires. Selon la qualité du profil, il pourra étre difficile de distinguer un allele
faible d’un artéfact analytique (stutter, pull-up, épaulement, ou bruit de fond
important), trés couramment rencontré dans les mélanges.
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-La concordance des profils génétiques obtenus est réalisé apres la comparaison des
16 marqueurs de kit identifiler plus entre les échantillons traces et les échantillons
comparaisons. Si 3 sur 16 des marqueurs de profil génétique obtenu a partir des traces
de sperme ne concorde pas avec 3 marqueurs du profil génétique de suspect cela fait
I’exclusion de ce dernier.

-L’ensemble de nos analyses concernant nos affaires d’attentat a la pudeur sur des
victimes, nous permet d’émettre les conclusions ci-apres :

v

v

Présence de traces de sperme sur les prélevements vaginaux, anaux et des sous-
vétements regus.

Un méme profil génétique d’une personne de sexe masculin a été obtenu a partir
des traces de sperme prélevé des écouvillons vaginaux et anaux ou sous-vétements
dans I’ensemble des affaires N°01, N°02 et N°05.Ce profil génétique obtenu a
chaque fois dans ces affaires concorde avec le profil génétique des suspects.
Concernant les prélevements intimes (vaginaux/anaux) un mélange de profil
génétique au moins de deux personnes a été obtenu ceci dit il est difficile de
séparer les profils des agresseurs de celui de la victime.

-La lyse différentielle est une méthode d’isolement permet la séparation des
spermatozoides des autres cellules épithéliales (essentiellement celles de la
victime) en deux €chantillons qui pourront €tre analysées s€éparément.

» Dans la fraction masculine (fraction spermatique) nous avons des
mélanges dont les marqueurs d’ADN male (profil de 1’agresseur) sont
majoritaires et les marqueurs d’ADN femelle sont minoritaires ceci
explique probablement que la digestion des cellules épithéliales n’a pas
été total et/ou le lavage du culot n’a pas été bien fait (qui peut contenir
quelques fragments d’ADN femelle).

Pour y remédier I'obtention de ces mélanges il faut :
-Faire des lavages jusqu’a trois.
-Pousser, augmenter le temps d’incubation (lyse douce).
-Faire des observations microscopiques pendant la lyse douce pour
s’assurer de I’éclatement total des cellules épithéliales.

» Dans la fraction féminine (fraction épithéliale) nous avons obtenu aussi
des mélanges dont les marqueurs d’ADN femelle sont majoritaires et
les marqueurs d’ADN male sont minoritaires ceci explique la présence
des cellules épithéliales dans le liquide séminal.
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1-3.2 Haplotypes obtenus par le kit Y filer :

Affaire N°04 :

Tableau XXII : Haplotype Y déterminés a partir de 1’échantillon trace.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS | DYS | DYS |DYS DYS DYS |G_DYS | DYS |DYS |DYS |DYS |DYS
456 | 3891 (390 38911 (458 19 385 393 391 439 635 392
alb

Ech 4,1: trace de sperme sur un sous-vétement de la victime.

14 | 13 (24 | 30 | 18,2 | 14 13- | 12 | 12 | 12 | 21 | 11 | 12 | 14 | 10 | 20
18

Tableau XXIII : Haplotype Y déterminés a partir de 1’échantillon comparaison.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS| DYS | DYS |DYS DYS DYS |G_DYS | DYS |DYS (DYS |DYS |DYS
456 | 3891 390 38911 |458 19 385 393 391 439 635 392
alb

Ech 4,2 : un prélevement sanguin du suspect.

14| 13 | 24 (| 30 | 18,2 | 14 | 13- | 12 | 12 [ 12 [ 21 | 11 | 12 | 14 | 10 | 20
18

Exemple d’interprétation :

L’haplotype Y du suspect obtenu a partir du préleévement sanguin, objet du scellé
N°02 (Ech 4,2) concorde avec les haplotypes Y obtenus a partir de sous vétement de
la victime objet du scellé N°01(Ech 4,1).

Affaire N°06 :

Tableau XXIV : Haplotypes Y déterminés a partir des échantillons traces.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS | DYS | DYS |[DYS | DYS |DYS |G_DYS | DYS |[DYS |DYS |DYS |DYS
456 (3891 (390 |3891Il 458 19 385 393 (391 (439 |635 |392
alb

Ech 6,1: Un prélévement vaginal de la victime.

15 | 12 | 24 | 29 14 14 17 13 | 10 | 10 - 11 11 - 10 | 20

Ech 6,2 : Un prélevement vaginal de la victime.

15 - - - 14 - - 13 - - - 11 11 14 | 10 | -

Ech 6,3 : Un prélevement anal de la victime.

15 | 12 | 24 | 29 14 14 (17-18 | 13 | 10 | 10 | 21 | 11 11 14 | 10 | 20

43



Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau XXV : Haplotype Y déterminés a partir de 1’échantillon comparaison.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS | DYS | DYS |DYS | DYS DYS |G_DYS| DYS [DYS |DYS |DYS |DYS
456 |3891 |390 |3891l (458 19 385 393 (391 439 |635 (392
alb

Ech 6,5 : Un préléevement sanguin du suspect.

14 | 13 | 23 | 30 - 14 | 13- | 12 | 11 | 11 | 21 | 11 | 11 | 14 | 10 | 20
18

Exemple d’interprétation :

-La comparaison d’haplotype Y dans ce cas ne peut se faire que sur un haplotype
complet, scellé N°03 (Ech 6,3).

- Un haplotype Y partiel ne peut €tre jamais pris en considération car qu’une seule
exclusion de marqueur peut exclure un suspect.

Donc I’haplotype Y du suspect obtenu a partir du prélevement sanguin, objet du
scellé N°0S (Ech 6,5) ne concorde pas avec les haplotypes Y obtenus a partir de
prélevement effectué sur la partie génitale de la victime objet du scellé N°03 (Ech
6,3).

Discussion :

L’analyse de marqueurs STR du chromosome Y (donc présents uniquement dans le
profil masculin), pourront alors identifier un haplotype et donc de remonter une lignée
paternelle.

Dans le cas out ’ADN masculin est minoritaire, il faut orienter I’analyse vers le Y
filer (analyse des 17 loci du chromosome Y), procédure la plus performante dans ce
genre de situation. Cette analyse peut exclure des personnes.

Dans notre expertise nous avons cité deux affaires :

-L’une des affaires I’haplotype Y obtenu a partir trace de sperme concorde avec
I’haplotypes Y obtenu a partir de prélevement sanguin du suspect.

-L’autre affaire I’haplotype Y obtenu a partir trace de sperme ne concorde pas avec
I’haplotype Y obtenu a partir de prélevement sanguin du suspect.

Donc I’analyse par I’haplotype Y permet de retracer la ligner paternelle ce qui fait
qu’on peut exclure un suspect ainsi que sa lignée paternelle.
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Résultats et discussion

1-3.3 Profils génétiques obtenus par Putilisation des deux Kits :

Affaire N°03 :

Tableau XXVI : Profils génétiques déterminés a partir des échantillons traces.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus
D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
$1179 | 1S11 | S820 | 1PO | S1358 il S317 | S539 | S1338 | S433 Wl | el 8551 e S818 =
Ech 3,1: Trace de sperme sur un écouvillon vaginal effectué sur la victime.
29-
10 | 14- 9-
122130 g0 | = | 45 | 7 | 10- | 10- | 17- 15- 11- & | 40
13- | 32- 13- | 17- | 8-9- 10-
1 | amp [ 1| 11| 18- |8 f A1 22 | A9 | T | et | R | 14 | XY || 22
Cl12 | - | 17- | 9 |12 | 13- | 24 18 23
L 13 | 18 14 19 13
33.2
Ech 3,2T1 : Trace de sperme T01 sur un sous-vétement de couleur bleue
appartenant a la victime.
10
29- -
12- 14- 9- 15- 8- | 19-
13- 33;05_ 10- 1_1 16- | 7-8- ]?: 10- ]g: 13- | 17- | 8-9- 11: xy | 10- | 22-
L Rt B R P I I O O I BV B I - O 12- | 23-
15 18 14 19 13 | 24
33.2 -
13
Ech 3,2T2 : Trace de sperme T02 sur un sous-vétement de couleur bleue la
victime.
10 9- 8-
12- | 29- 14- 14-
13- [ 30- | 10- | o | 16 |78 | 1O |10 17 ys | q7. | go | M- 9| 19-
11 11- | 12- | 19- 14- | X-Y | 10- | 22-
14- | 32- | 12 17- | 9 14 | 18- | 11
15 | 33.2 | 18 12 13- 24 19 18 12- | 23
: 13 14 13

Tableau XXVII : Profil génétique déterminés a partir d’échantillon de comparaison.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 | D2 | D7 |CSF| D3 D13 | D16 | D2 | D19 D1 D5
$1179 | 1511 | s820 | 1PO | s1358 | THO1 | 5317 | s539 | s1338 | s433 | VWA | TPOX | gg5q | Amel | ggqg | FGA
Ech 3,3 :Préléevement sanguin du suspect.
32.2
12- 10 | 15- 12- | 11- 14- 12- 10-
5 |45, 8-12 e 8 | (3 | 1o | 17 [ 13| 8 | XY |, 2425
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Exemple d’interprétation :

Deux mélanges de profils génétique d’au moins deux personnes dont I’un des
profils est d’une personne de sexe masculin a été obtenu a partir de la trace de sperme
sur écouvillon vaginal effectué sur la victime. Objet du scellé N°01 (Ech 3.1) ainsi
qu’a partir des traces de sperme TO01 et T02 prélevées sur un sous vétement de
couleur bleue appartenant a la victime, objet du scellé N°02 (Ech 3,2). Donc pour
clarifier cette affaire, il est nécessaire de faire passer ces échantillons par I’analyse de
I’haplotype Y.

Tableau XXVIII : Haplotypes Y déterminés a partir des €chantillons traces.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS DYS | DYS |DYS | DYS |[DYS (G _DYS | DYS |DYS |DYS |[DYS (DYS
456 3891 (390 (38911 [458 |19 385 393 (391 (439 |635 |392
alb

Ech 3,1: trace de sperme sur écouvillon vaginal effectué sur la victime.

15 13 | 24 | 29 |17 | 13 | 13- | 13 | 9 | 10 | 21 | 11 11 14 | 10 | 20

15
Ech 3,2T2 : Trace de sperme T02 sur un sous-vétement de couleur bleue appartenant a
la victime.
15 13 | 24 | 29 | 17 | 13 13- 13 9 10 | 21 | 11 1 14 | 10 | 20
15

Tableau XXIX : Haplotype Y déterminés a partir d’échantillon de comparaison.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS | DYS | DYS |DYS | DYS |DYS |G DYS | DYS |[DYS |DYS |DYS |DYS
456 (3891 |[390 38911 | 458 19 385 393 391 439 635 392
a/b

Ech 3,3 : Prélevement sanguin du suspect.

14 | 13 | 23 - 182 | - - 12- | 11 - 20 - - 14 - -

Interprétation :

Un méme haplotype Y a été obtenu a partir de la trace de sperme sur écouvillon
vaginal effectué sur la victime, objet du scellé N°01 (Ech 3,1) et de la trace de sperme
TO02 prélevée sur un sous vétement de couleur bleue appartenant a la victime, objet du
scellé N°02 (Ech 3,2T2). Cet haplotype Y ne concorde pas avec 1’haplotype Y
partiel obtenu a partir du prélevement sanguin du suspect, objet du scellé N°03.
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Affaire N°7 :

Tableau XXX : Profil génétique déterminés a partir d’échantillon de trace.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus
D8 D2 D7 CSF D3 D13 D16 D2 D19 D1 D5
$1179 | 1S11 | S820 | 1PO | S1358 LR S317 | S539 | S1338 | S433 Ul | Ll 8S51 A S818 Ak
Ech 7,1 : trace de sperme sur un pantalon appartenant a la victime.

- o | s

12 120- | 0 Lo 15 L e e | 17 12 | s | s | 12 1. | 20-
13- 130 | on | o [ 17 | g L a2 |2 [ 19 |13 [ qe | 0 |13 XY | 4y |22
14- | 322 ' S| 18 21 | 14 18 25
15 13 | 13

Tableau XXXI : Profils génétiques déterminés a partir des échantillons comparaisons.

Les 16 loci du AmpFISTR Identifiler plus

D8 | D2 | D7 |csF| D3 D13 | D16 | D2 | D19 D1 D5
$1179 | 1511 | S820 | 1PO | s1358 | "0 | 5317 | s530 | s1338 | s433 | VWA | TPOX | gggq | Amel | ggqg | FGA

Ech 7,2 : un préléevement buccal de la victime.

13- | 20- | 10- [ 10- | 17- 1- | 11- 13- | 15- 12- 1- | 20-
15 [322 13 |13 | 18 |8 |12 |12 | 1 |14 |16 |8 | 18 [ XX | 12 | 25
Ech 7,3 : un prélévement buccal du suspect.

11- o | & | 15 10- 17- | 12- 20-
12 |2 12 |12 17 |98 |12 | M| 21 | qa | 18] 8 | 1B XY )12 1%,

Interprétation :

Selon les résultats obtenus dans les tableaux, On est en présence de mélange de
profil d’au moins trois personnes, Objet du scellé N°01(Ech 7,1). Ce mélange peut
contenir :

-Deux femmes et un agresseur masculin (hypotheése 1) comme il peut contenir deux

agresseurs avec une femme (victime) (hypothese 2). Donc il est nécessaire de faire la
détermination par les haplotypes Y.
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Discussion :
Pour trancher et élucider cette affaire nous proposons de faire I’analyse Y filer de
I’haplotype afin de confirmer la présence d’un ou plusieurs agresseurs de sexe

masculin.

Tableau XXXII : Haplotype Y déterminés a partir d’échantillon de trace.

Les 17 loci du kit Y filer System

DYS | DYS | DYS [DYS |DYS |[DYS |G_DYS[ DYS [DYS |DYS |DYS |DYS
456 (3891 (390 (389N (458 |19 (385 |393 (391 (439 (635 |392
alb
Ech 7,1 : trace de sperme sur un pantalon appartenant a la victime.
14 13 23 30 | 18.2 | 14 13- 12 10 11 21 11 11 14 10 19
18
Tableau XXXIII : Haplotype Y déterminés a partir d’échantillon de comparaison.
Les 17 loci du kit Y filer System
DYS | DYS | DYS |[DYS |DYS |DYS |G_DYS | DYS |[DYS [DYS |DYS |DYS
456 (3891 [390 |389W (458 |19 [385 (393 (391 (439 635 |392
alb
Ech 7,2 : un prélévement buccal du suspect.
14 13 23 30 | 182 | 14 | 13-18 | 12 10 11 21 11 11 14 10 19

Interprétation :

Selon les résultats de 1’analyse Y filer, I’haplotype Y du suspect objet du scellé
N°02 (Ech 7,2) concorde avec I’haplotype Y retrouvé sur le pantalon de la victime,
objet du scellé N°01 (Ech 7,1) ce qui confirme que nous sommes en présence d’un
mélange de profil génétique d’un agresseur avec deux profils génétiques féminins
(hypothese 1).

Discussion :

Vu I’'impossibilité d’interpréter le mélange d’au moins de trois personnes, il était
impossible d’inclure le suspect avec le kit [identifiler plus] ainsi avec le kit [Y filer].

Néanmoins, la combinaison des deux kits identifiler plus et Y filer nous a permet de
renforcer nos résultats en concluant que le troisieme contributeur masculin du
mélange peut €tre ce suspect ou un membre de sa lignée paternelle.
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Quelques exemples des profils génétiques :

Affaire N°01 :

Résultats et discussion

140 220 260
Al A A A M
10 | [13 | 30 5 11
250 |321 520 276 547
208,04 262,98 324.41
14 31.2 10 12
2344 717 309 579
143,12 213.93 271.02 328.40
2020-06-10_CEA-200608-02_G07 fsa | GO7_AS032 [ Mark Sample for Deletion
gasss ] DTN 0135317 | [DAGSSSONN (0251338
140 180 220 260 300 340
A .Lﬂ A ﬂ R
- — - - — -
17 5 B 12 10 17
2058 300 1588 |[178 364 1042
131,50 170,69 216.40|[232.42 272,11 314,59
7 11 20
527 1256 193
17472 276.10 326.69
B 12
335 1055
178.76 280,11
2020-06-10_CEA-200608-02_G07 fsa ‘GO?_A8032 [ Mark Sample for Deletion
140 130 220 260 300 340
ah ﬂ A A Jh. A .“;
4 -l s = T
13 14 13 3 16 20
240 1116 |[z30 1127 723 |67
116,99 186.40[[152.20 229.30 293.42|[314.54]
14 15 B 17
508 1107 08 59
121.04 170,35 233.74 302,54
15 17
251 107
125,05 178,24
16
asa
120,03
2020-06-10_CEA-200608-02_G07 fsa | GO7_AS032 [] Mark Sample for Deletion
220 260 300 340

A ' AA =
X 11 21 25
1304 787 235 83
106,05 150,96 230,23|[246.36
A 12 24
1133 971 100
111,75 155,12 242,37

Figure 11 : Profil génétique d’une trace de sperme sur un pantalon (Ech 1,1).
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|_| Mark Sample For Deletior

280

rutl_Bussy

_LULU-US-UE | LEA-LUUSUS-TIU_FUILTS3a

A
T 1 T

14 20 S 11

1496 706 429 465

148,00 208,13 263.17 324,35
31.2 10 12
533 417 495
214,05 271.21 228.41

[[] Mark Sample For Deletior

_2020-08-04_CEA-200803-10_F01 fsa t FO1_B0324

320

30 120
] ) 11111
17 7 B 11 17
1000 625 1418 532 367
131,36 175,03 216,32 27601 314,58
5 12
506 519
179,01 280,06
~202008.04_CEA200803-10_FO1isa |FO1_B0324 [] Mark Sample for Deletior
30 160 200 240 280 320
14 14 ] 15
721 540 208 747
121,08 166,52 220,53 208,94
16 15 B
555 a7 308
129,10 17077 233,51
_2020-08-04_CEA-200803-10_F01fsa |FO1_B0324 [] Mark Sample for Deletior
30 200 240 280 320

X 11 21
293 497 Q37
106,00 150,98 230,27
N 12
321 476
111,67 155,31

Figure 12 : Profil génétique appartenant au suspect (Ech 1,2).
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Chapitre 111
: o .
Affaire N°05 :
120 160 200 240 280 320 360
]
I bl A4 A A
13 30 t=] t=3 13
225 552 135 578 S0
143,45 207 96 266,88 311,94] 332,27
14 31 10 10
306 558 267 216
147 .90 211,92 270,85 220,05
15 32 12 11
2870 452 273 2149
152,28 215,81 278,93 324,12
32.2
329
217 .88
1.M_2013-05.07_CEA-190505-05-01_CC: |CO3_A5011.M [] Mark Sample for Deleti
120 160 200 240 280 320 360
1
| 1l 1l iy 1 1]
15 (=] 11 t=] 17
1180 290 G326 526 320
122,92 170,61 228,13 267 .83 214,28
16 7 12 11 19
1340 1256 1170 530 1446
126,99 174,65 232,15 275,79 322,90
17 t=] 13 12
1829 137 a452 1792
131,26 178,60 236,11 279,80
t=]
1802
182,63
1.M_2018-05-07_CEA-130505-05-01_CO; | CO3_A5011.M [] Mark Sample for Deleti

DISSEsTY (VA (TPOX pessr ]

120 160 200 240 230 320 360
)
. Ll g sy J 4
11 16.2 15 k=3 14
1061 G320 367 1248 566
108,95 131,02 170,20 229,64 290,03
13 16 11 17
241 332 (sisi=] 525
116,85 174,24 241,51 302,33
14 17
1070 Q05
120,83 178,20
12
Q97
182,23
1.M_2013-05-07_CEA-130505-05-01_CO; [C03_A5011.M [] Mark Sample for Deleti
160 200 240 280 320 360
]
1
1
J AL Al A
X 11 20 25
1897 414 4049 254
105,84 150,84 225 96| 246,17
¥ 12 21
1993 501 527
111,48 155,04 230,06
13 23
1139 330
159,26 238,04/

Figure 13 : Profil génétique de la fraction spermatique (Ech 5,2T1).
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F_2013-05-07_CEA- 190505-05-01_80:;1 BO3_AS011.F D Mark Sample for Deletior
130 170 210 250 2390 330
. Lk A A il
1 1 i 1L L 18
13 30 10 =3
Q2 451 650 77
143,49 207 .89 270,79 311,97
15 32 10
2307 42 279
152,29 215.74 320,10
16 32.2 11
65 361 174
156,50 217 .82 324,17
F_2018-05-07_CEA-190505-05-01 _BOC;[ BO3_AS5011.F D Mark Sample for Deletior
. 8 |
130 170 210 250 290 330
Al 1 !l ﬂ h AN
1 il r i 1 1 1
15 (=] 11 Q 17
1698 767 441 568 338
122,96 170,63 228,08 267 .84 2314.21
16 7 12 11 19
166 54 435 574 280
127,18 174,68 232,03 275,83 322,45
A7 t=] 12
1087 1010 59
131,29 182,66 279249
F_2019-05-07_CEA-190505-05-01 _BO.‘;’ BO3_AS011.F D Mark Sample for Deletior
130 170 210 250 % 290 F SSAO
: i Lj A
T - T
11 15 =3 14
1487 580 Q02 402
109,05 170,21 229,59 290,10
13 16 11 17
158 452 787 290
116,96 174,27 241,98 302,34
14
1305
120,95
F_2013-05-07_CEA- 190505-05-01_30:;! BO3_AS011.F D Mark Sample for Deletior
130 170 210 250 290 330

| L) L1LE
1 o 1
X 11 21
1105 530 353
105 .93 150@ 230,01
Y 12 23
777 51 343
111,59 155 .l?? 233,01
13
588
159 .25

Figure 14 : Profil génétique de la fraction épithéliale (Ech 5,2T2).
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CHAPITRE IV :CONCLUSION



Conclusion

Conclusion :

L’utilisation des polymorphismes de I’ADN a des fins d’identification des personnes est
I’élément de preuve le plus performant offert par la science médico-1égale. La précision et la
fiabilité de I’expertise ont fait I’un des meilleurs outils pour découvrir la vérité.

En terme de notre stage effectué au laboratoire de la police technique et scientifique dans le
cadre de notre projet de fin d’étude, nous avons pu nous familiariser avec la méthodologie
d’un laboratoire forensique et la rigueur nécessaire pour 1’identification judicaire.

Dans nos expertises nous avons identifié les profils génétiques selon les résultats de la
quantification de I’ADN, le ratio calculé nous a orienté vers I’analyse STR autosomique ou
bien I’analyse de 1’haplotype Y, ce qui permet d’éviter le gaspillage des kits et gagner du
temps.

Nous avons étudié 7 cas d’affaires d’agression sexuelle pour lesquelles 4 cas sur 7que nous
avons élucidé par I’utilisation de I’haplotype Y (kit Y filer), 2 cas nous avons exclu le suspect
ainsi sa lignée paternelle et dans deux autres cas nous avons inclus le suspect ou un membre
de sa lignée paternelle d’ou I’intérét de cette technique d’orienter 1’enquéteur soit pour
chercher un autre suspect présumé en dehors de sa ligné paternelle, soit pour chercher un
suspect au sein de sa lignée paternelle.

L’application de cette approche a pour ambition de faciliter le travail de 1’expert afin qu’il
puisse rendre des conclusions a la justice, qui soient les plus éclairées possibles.
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Annexes

Annexe 1 : Tests préliminaires

Test d’orientation : (Original)

La sous presse

Révélateur




Annexes

Réactif de SERATEC PSA

(Original)
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Annexe 2 : Extraction de I’ADN (Original)

Colone de silice QIAmp Réactif de Kit Quiagen

Tube de (2ml) Quiagen MinElute Column

Centrifugeuse Agitateur avec plaqgue centrifugeuse chauffante

Vortex
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Annexe 3 : les profils génétiques

Affaire N°03 :
—_ pFssze ] [EsFPo

130 170 210 250
P ﬂ 1 JY
12 29 33.2 10 10
591 197 563 1145 740
138,78 204,00(|221,95 271,20 320,64
13 230 11 11
512 233 43 543
143,93 208,01 275,17 324,65
14 32 12 13
269 G765 106 222
147 .88 215,99 279,23 332,69
15
2649
152,30

[] Mark Sample for Deletion

19.05-22_CEA-190521-01_D01f=sa |DO1_AS017
|

330 370

130 170 210 250 230
Aoally A A All A }L ’1 A ﬁL ALR Jrl e ' ¥
1T o o T ' s '3
14 7 10 t=] 14 17 29
377 539 526 372 200 578 149
119,04 174,85 224,495 268,16] |288,31 314,67 342,96
16 t=3 11 10 19
329 268 529 564 452
127.12 178,85 228,37 272,19 322,89
17 =} 12 12
553 7549 701 198
131,20 182,84 232,38 280,23
12
342
135.33

[] Mark Sample for Deletion

139-05-22_CEA-130521-01_D01 fsa ' DO1_AS017

iz am— 2 S|
250 290 330 370

130 170 210
[J. Ao A V8.\ Ji\ A
13 15 & 11 18
1153 473 111 547 546
116.93 170,47 229,63 2758.08 306.97
13 17 & 14
2356 451 550 133
120,89 175.49 233.64 290.39
18 11
195 EEE)
18248 241.69
19
110
186.45
19.05-22_CEA-190521-01_DO1fsa |DO1_AS017 [] Mark Sample For Deletion
130 170 210 250 290 330 370
L L L\
X = 12 19
761 a00  |la60 347
105,99 137.70[155.26 222,17
53 10 22
200 a7 300
111,62 145.47 23431
13 23
271 360
159,48 238,33

Profil génétique : Trace de sperme sur un écouvillon vaginal (Ech 3,1).
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__ [b7s820 | _
130 210 250 370
i A ﬂ}l J'J“\
12 260|332
1495 1672 =88 2636 1008
138,86 204.00]221.98 271.18 320,61
13 30 12 11
2314 1381 1052 1288
143,47 208,01 279,22 32462
13 32 13
1503 a71 1251
147 .90 216.00 332,68
15
2168
152.29
19-0522_CEA-190621-01_E01=a |E01_AS018 [] Mark Sample For Deletion
30 210 250 280 330 370
_J'L M’l M i) o did JIL ALLLIA
- - Soidond ) - I I 1 1
7 10 a 14 17 24
7a3 1403 3348 a20 | |1215 1891 743
119,07 174,87 224,47 268.13| [288.30] [31470] |e42.95
16 = 11 10 19
1580 1878 1195 758 593
127.17 178,80 223,40 272,18 322,81
17 a 12 12
1117 2851 1242 1248
131,26 182,80 232,40 280,14
18
1900
135,39
13-05-22_CEA-190521-01_E01 f== ’Ebi_A561é [ ] Mark Sample for Deletion
130 210 250 290 330 370
il i ULJ\ JIA u A A Aﬁ
13 15 5 1 13
2784 713 1100 710 1491
116.95 170.48 229,66 273,07 306,91
13 17 a 14
1340 583 1760 776
120,92 178,52 233,50 200,38
18 11
1139 aa1
182 52 241,57
19
1008
186.43
19-05.22_CEA-190621-01_E014=a |E01_AS018 [] Mark Sample for Deletion
250 280 330 370

LA L

X =] 12 19

2951 02 01 10949

105,89 137.77]155.25 222,19
14 10 22
438 1261 525
111.54 146,50 234,34

45 1091 1723
159.498 238,36

Profil génétique : Trace de sperme TO1 sur un sous-vétement de couleur bleue (Ech 3,2TO01).
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(L — . — L o —
145 135 225 265 305 345

105
|9 Y 1548 AA
12 29 33.2 10 10
762 Q3 545 Q29 530
138,78 204,04(221,99 271,12 320,60
13 20 12 11
152 109 21 S01
143,35 203,02 279,18 324,67
14 32 13
239 523 a3
147 .80 216,06 332,75
15
145
152,23

[] Mark Sample for Deletion

2019-05-22_CEA-190521-01_F01fsa |FO1_AS019

345

10S 145 135 225 265 305
3 i Ll A Al ALA
I 1 11 | 520 0 ) - 1 1 1 1
149 7 10 {=] 14 17 23
732 756 194 565 53 552 52
119,00 174,89 224,51 262,09| 288,11 214,62 242,99
16 t= 11 10 19
153 168 292 558 367
127 .09 178,81 228,95 272.11 322,83
17 Q 12 12
554 774 783 58
131,21 182,83 232,90 280,17
18
103
135,37

[C] Mark Sample for Deletion

2019-05-22_CEA-190521-01_F01 fsa ; FO1_AS013

265 305 345

105 145 185 2%5
- L 34 Al LhiK A
13 15 S 11 18
Q51 555 t=In} 562 4349
116,94 170,92 229,71 277 .96 306,91
149 17 =] 19
119 569 531 By
120,87 178,945 233,74 290,33
18 11
a5 409
132,90 291,73
19
t=1=]
186,92

[] Mark Sample for Deletion

2019-05-22_CEA-190521-01_F01fsa |FO1_AS019

225 265 305 345

105 145 135

L L M
i 1 g i 1 I
X t= 13 19
536 503 131 92
105,287 137 .69| |152.97 222,28
NE 10 22
326 55 533
111,56 146,947 234,33
12 23
G653 478
155,22 238,37

Profil génétique : Trace de sperme T02 sur un sous-vétement de couleur bleue (Ech 3,2T02).
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130 170 210 250 2390 330 370

. | | J

13 32.2 10
1172 955 472 1838
143.91 217.91 262,99 320,98

15 33.2 12

1435 207 417

152,36 221,87 279.12

13-07-16_CEA-130715-02_DO7 fsa ’ DO7_AS5015

170

210 250 230 330 370

[] Mark Sample for Deletion

130

) A Au P A
T T T T

15 =3 12 11 17
1205 2923 370 Q72 1954
123,19 178,73 232.4'10 2?6."10 314,59

17 13 12

16349 535 1120

131,43 236,499 280,15

19-07-16_CEA-190715.02_DO07 f=a | DO7_AS015

130 170 210 250 2390 330 370

[] Mark Sample For Deletion

L J ! AA..J

13 14 t=3 12
3127 Q79 2400 540
116,88 166,53 229,74 282,14
17 19
1012 582
178,33 290,30
19-07-16_CEA-130715-02_D07 fsa |DO7_AS5015 [] Mark Sample For Deletion
1 3 [FGa |
130 170 210 250 290 330 370
L1 i
X 10 23
798 555 771
105,99 146,53 2492 .43
Y 12 25
732 578 210
111,65 155,20 246,97

Profil génétique : Prélevement sanguin appartenant au suspect (Ech 3,3).
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CHAPITRE VII : GLOSSAIRE



Glossaire

ADN (DNA) : acide désoxyribonucléique, support matériel de 1’hérédité il est formé de deux
brins complémentaires enroulés en hélice (double hélice), ce qui lui permet de se dupliquer en
deux molécules identiques entre elles et identiques a la molécule mere lors du phénomene de
réplication lors de la mitose.

Allele : I’une de deux ou plusieurs variantes d’un géne polymorphe

Amorce (Primer) : court fragment d’ADN (oligonucléotide) qui, hybridé avec une molécule
simple brin d’acide nucléique.

Amplicon : fragment d’ADN amplifié par PCR.
Amplification : augmentation du nombre de copies d’ADN ou d’ARN in vitro ou in vivo.

Criminalistique : c’est la collecte d’indices sous toutes ses formes et son analyse pour
déterminer et identifier le ou les auteurs d’une infraction.

Electrophorese capillaire : processus de séparations.

Geéne : segment d’ADN situé a un endroit précis (locus) sur un chromosome et porteur d’une
information génétique.

Génome : ensemble de 1’information génétique d’un individu ou d’une espece.

Haplotype : constitution génétique d’un individu pour un caractere génétique présent en un
seul exemplaire.

Hétérozygote : sujet abritant deux alleles différents d’un méme gene.
Homozygote : sujet abritant deux alleles identiques d’un méme gene.

Locus (pluriel, loci) : position précise et invariable d’une région génique, d’un gene ou d’un
marqueur sur le chromosome.

Marqueur génétique : zone de I’ADN présentant un polymorphisme et qui est utilisée pour
I’identification individuelle.

Microsatellites : sont des marqueurs génétiques de type Short Tandem Repeat (STR)

PCR multiplex : c’est une technique de biologie moléculaire qui sert a amplifier
simultanément plus d’un amplicon, en utilisant paire d’amorce.

Polymorphisme : caractere ou gene pour lequel il existe plusieurs variantes ou sein d’une
population.

Protéinase K : dans un tampon d’extraction, la PK inactive les nucléases et aide a la lyse des
globules blancs pour libérer I’ADN nucléaire.

Recombinaison : au cours de la méiose, recombinaison de fragments d’ADN homologues
entre deux chromatides non sceurs d’un méme chromosome (d’origine paternelle
etmaternelle) aboutissant a I’échange réciproque d’allele.

Science forensique : est définit comme ’ensemble des principes scientifiques et des
techniques appliqués a I’investigation criminelle.



