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I. INTRODUCTION 

La criminalistique que l’on appelle aujourd’hui sciences forensiques (de l’anglais forensic, 

équivalent de médecine légale) est devenue incontournable, du début de l'enquête sur la scène 

de crime jusqu'au verdict ainsi que tout au long de l'instruction (Lafargue, 2007). Cependant, 

cette discipline ne se limite plus à la résolution des affaires criminelles, mais elle est 

largement sollicitée dans d’autres évènements comme les catastrophes naturelles ou autres 

(crash d’avion par exemple) pour l’identification des individus (Thomsen, 2017). Parmi les 

délits et les crimes traités dans le domaine de la criminalistique, figurent les agressions 

sexuelles définies comme des gestes à caractère sexuel, avec ou sans contact physique, 

commis par un individu sans le consentement de la personne visée ou, dans certains cas, 

notamment dans celui des enfants, par une manipulation affective ou par chantage. En 

Algérie, dans une étude réalisée en 2014, il a été rapporté que la tranche d’âge la plus exposée 

aux agressions sexuelles est celle comprise entre 12 et 18 ans avec un pourcentage de 61,1%. 

Les victimes âgées de moins de 7-12 ans représentaient 25,9% des mineurs également  

(Djaghmoune, 2017). Ce type d’agressions nécessite l’intervention de la police scientifique 

dont le travail consiste à analyser les traces de sperme trouvées sur la scène du crime. En 

1985, Sir Alec Jeffreys démontra que l’ADN contenait des séquences répétitives dont le 

nombre de répétitions est variable d’une personne à l’autre. Cette découverte fut appliquée 

dès 1986 sur des prélèvements effectués sur deux scènes de crimes. L’analyse ADN ou DNA 

fingerprint (empreinte génétique) revêt un intérêt en pratique judiciaire pour l’identification 

d’un suspect à partir d’une trace. Les analyses doivent s’attacher à retrouver des différences, 

au niveau, soit des unités répétitives ou STR (Short Tandem Repeat) présentes dans l’ADN 

nucléaire ou par séquençage (ADN mitochondrial). 

Dans de nombreux cas d’agression sexuelle, la literie et les vêtements sont des éléments de 

preuve essentiels à la recherche de taches de sperme afin de recueillir l’ADN de l’agresseur. 

Dans un but de dissimuler les preuves, souvent, ces objets sont lavés avant d'être saisis et 

envoyés au laboratoire médico-légal (Brayley-Morris et al., 2015; Noel et al., 2019). Ainsi, 

notre étude s’est intéressée à l’impact des lavages répétés sur la quantité d’ADN à recueillir et 

sur la détermination du profil génétique. L’étude a été réalisée dans les locaux de la police 

scientifique d’Alger et organisée comme suit : préparation des échantillons (pièce de literie), 

extraction et quantification de l’ADN extrait à partir des échantillons du sperme, amplification 

par PCR, post-amplification (post-PCR) et enfin génotypage et validation des profils 

génétiques.
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II.1  Organisation du génome humain 

Le génome humain est l'ensemble de l'information génétique contenue sous forme d'ADN 

dans les cellules. Le génome humain est constitué de deux génomes distincts : l’un situé dans 

le noyau de la cellule (génome nucléaire) répartit sur 23 paires de chromosomes et l’autre 

situé dans la mitochondrie (génome mitochondrial) constitué d’environ 16500 bases sur un 

seul chromosome circulaire (May-Panloup et al., 2006). Chez l’homme, la taille du génome 

nucléaire a été estimée à environ 3.300.551.249 paires de bases (pb) (environ 3,3 giga-bases) 

et dans lequel on peut distinguer la partie codante constituée de gènes (20 à 25000), les 

pseudogènes (14427) et les séquences non codantes (introns et ADN intergénique) (Lamoril 

and Bogard, 2013).Chez l’homme, les séquences codantes représentent moins de 5% du 

génome (Lander et al., 2001). Dans les 95% du génome non codant se trouve la majorité des 

polymorphismes (Figure 1) (Daniel and Walsh, 2006; Kashyap et al., 2004; Longy, 2001) qui 

peuvent être classés comme suit:  

a) Les polymorphismes dans les régions codantes. 

b) Les polymorphismes dans les régions non codantes et qui comprennent :  

- Minisatellites (ou VNTR: Variable Number Tandem Repeats). 

- Microsatellites (ou STR: Short Tandem Repeats). 

- Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) ou polymorphismes bi-alléliques. 

II.2 Les polymorphismes et l’empreinte génétique 

Ces polymorphismes ont été exploités dans l’identification par empreintes génétiques, en 

raison de leur grande variabilité interindividuelle. Le tableau I représente une comparaison 

entre les 3 principales classes de polymorphismes existant dans le génome: les minisatellites, 

les microsatellites et les polymorphismes à un seul nucléotide. 

II.2.1 Mini satellites (VNTR) 

L’unité répétitive principale des VNTR comprend une séquence de 8 à 80-100 pb de long 

pouvant se répéter jusqu’à 100 fois de suite. Ceci fait des mini satellites des loci hautement 

polymorphes et de puissants marqueurs d’identification (Butler, 2012a; Daniel and Walsh, 

2006; Kashyap et al., 2004). Cependant, en raison de leur taille importante, des difficultés 

peuvent survenir lors de l'analyse médico-légale (Daniel and Walsh, 2006). En utilisant des 

enzymes de restriction spécifiques aux sites adjacents au VNTR, des fragments de longueurs 

variables chez différents individus peuvent être obtenus car le nombre de répétitions varie 

considérablement d'une personne à l'autre (Butler, 2012a; Kashyap et al., 2004).  
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Figure 1: L’organisation du génome humain (Kashyap et al., 2004) 
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Tableau I: Types de polymorphisme d’ADN et leurs principales caractéristiques (Daniel and 

Walsh, 2006; Ku et al., 2010). 

Type de 

polymorphisme 

Taille du 

locus 

Nombre 

d’allèles 

Nombre 

de loci par 

génome 

Taux de 

mutations 

par méïose 

Exemple de séquences  

Minisatellites 

(VNTR) 

1- 20 kb 2 à 50 30000 Environ 

10
-3

 

CCG (TAGCAAGGA)n 

n = nombre de répétitions 

Microsatellites  

(STR) 

30 - 

300pb 

2 à 20 200000 Environ 

10
-3

 

CCG(TAG)nCAA GGA 

n = nombre de répétitions 

Polymorphism

es bi-alléliques 

(SNP) 

1pb  2 10 

millions 

Environ 

10
-8

 

Substitution de G par A 

CCG TA(A) CAA GGA 

Autres substitutions 

possibles: A/G, C/T, A/T, 

C/G, T/G, A/C 

 

II.2.2 Microsatellites (STR) 

Les microsatellites ou STR, comme leur nom l’indique, sont des versions plus petites des 

minisatellites. Les microsatellites forment les régions d’ADN avec des unités répétitives de 2 

à 8 pb (Daniel and Walsh, 2006). Les STR sont des marqueurs très utilisés car ils sont 

facilement amplifiables par PCR (Polymerase Chain Reaction). Le nombre de répétitions des 

marqueurs STR peut présenter des variations interindividuelles importantes, ce qui fait des 

STR des marqueurs efficaces pour une identification des individus.  Des milliers de 

microsatellites polymorphes ont été décrits dans l’ADN humain. Les microsatellites 

représentent environ 3% du génome humain total (Lander et al., 2001) et sont dispersés dans 

le génome apparaissant en moyenne tous les 10000 nucléotides (Butler, 2012b). Les 

différentes catégories de STR sont désignées en fonction du nombre de nucléotides 

constituant le motif de base répété : les mono-nucléotides, les di-nucléotides (deux 

nucléotides répétés), les tri-nucléotides (trois nucléotides dans l’unité de répétition), les 

tétranucléotides (quatre nucléotides dans l’unité de répétition), les penta-nucléotides (cinq  

nucléotides dans l’unité de répétition) et les hexa-nucléotides (six nucléotides dans l’unité de 

répétition). Théoriquement, il existe 4, 16, 64, 256, 1024 et 4096 motifs possibles pour les 

répétitions mono-, di-, tri-, tétra-, penta- et hexa-nucléotidiques, respectivement. Cependant, 

les séquences répétées de 5 et 6 nucléotides sont moins fréquentes dans le génome humain 
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(Butler, 2012b). Les répétitions qui constituent le motif peuvent être uniques, il s’agit de 

microsatellites parfaits (Kashyap et al., 2004).  

Les répétitions di-nucléotidiques les plus fréquemment rencontrées sont de type AC et AT ; 

elles représentent respectivement 50 et 35% des séquences répétitives di-nucléotidiques. Les 

séquences répétées de type AG (15%) sont moins fréquentes, alors que les séquences GC ne 

représentent que 0,1%. Les séquences répétées tri-nucléotidiques les plus fréquentes sont de 

type AAT et AAC (33% et 21%, respectivement) ; les autres ACC (4%), AGC (2,2%), ACT 

(1,4%) et ACG (0,1%) sont relativement rares. Cependant, les séquences répétitives di-

nucléotidiques sont plus fréquentes que les séquences tri-nucléotidiques (Lander et al., 2001). 

D'autre part, selon la structure de répétition, les STR sont classés en microsatellites parfaits et 

microsatellites imparfaits (Fan and Chu, 2007). 

La petite taille des allèles STR (environ 100 pb à 400 pb) par rapport aux allèles des VNTR 

(environ 400 pb à 1000 pb) fait des STR de meilleurs candidats pour une utilisation dans le 

domaine médico-légal dans le cas où l'ADN est dégradé (Butler, 2012b). Depuis près de 30 

ans, les variations génétiques recherchées concernent les microsatellites. Le locus STR est 

nommé, par exemple, D3S1266, où D représente l'ADN, 3 le chromosome 3 sur lequel le 

locus STR est localisé, S représente STR et 1266 l'identifiant (Fan and Chu, 2007). 

II.2.3 Single Nucleotide Polymorphisme. (SNP ) 

Un SNP ou encore appelé polymorphisme bi-allélique, il s’agit de polymorphisme touchant 

un seul nucléotide, qui correspond à la substitution d’un nucléotide par un autre dans la 

séquence d'ADN. Pour distinguer ces polymorphismes d’une mutation ponctuelle, l’allèle 

minoritaire du SNP doit avoir une fréquence supérieure ou égale à 1% dans la population 

(Daniel and Walsh, 2006; Ku et al., 2010).  

Le SNP est le polymorphisme le plus abondant dans le génome humain en terme de nombre. 

Plus de 1,4 million de polymorphismes ponctuels (SNP) ont été identifiés dans le génome 

humain (Lander et al., 2001). Ils représentent 90 % de l’ensemble des variants génétiques 

(Courivaud et al., 2012; Daniel and Walsh, 2006). De ce fait, il a été identifié plus de neuf 

millions de SNP (Courivaud et al., 2012). Chez un individu, il existe des millions de SNP et 

par conséquent, ils pourraient être utilisés pour différencier les individus les uns des autres, 

comme ils sont utilisés dans les études de liaison dans le cas des maladies génétiques (Butler, 

2012d; Longy, 2001). Ils se produisent à un intervalle d'environ un SNP par kilo-base lorsque 

les séquences d'ADN de deux individus quelconques sont comparées (Ku et al., 2010). 

Les SNP peuvent être classés en différentes catégories, en fonction de la modification 

nucléotidique (Courivaud et al., 2012): 
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- Les SNP non codants qui se situent dans les régions 5’ ou 3’ non transcrites, dans les 

régions 5’ ou 3’ non traduites, dans les introns ou dans les régions inter-géniques.  

- Les SNP codants qui peuvent être des polymorphismes de substitution (qui aboutissent à 

une modification de l’acide aminé), ou des polymorphismes silencieux où l’acide aminé 

ne change pas.   

Les SNP ont été considérés comme des marqueurs génétiques potentiels dans le domaine 

médico-légal. Ils peuvent servir dans la récupération d’informations à partir d’ADN dégradé, 

en raison de leurs produits d’amplification qui sont de courtes séquences (moins de 

100pb)contrairement aux STR dont les amplicons peuvent aller de 300 à 400pb (Butler, 

2012d). Comme ils peuvent servir à prédire l'origine ethnique et certains traits physiques ou 

phénotypes (Butler et al., 2007). 

Cependant, la grande majorité des SNP sont bi-alléliques (ils ont deux allèles possibles et 

donc trois génotypes possibles). Ainsi, un seul SNP bi-allélique fournit moins d'informations 

qu'un marqueur STR multi-allélique. Il est donc nécessaire d'analyser un plus grand nombre 

de SNP pour obtenir un pouvoir discriminant élevé que pour les loci STR possédant plusieurs 

allèles (Butler, 2012d; Laurent et al., 2017). 

Les polymorphismes de type RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) était 

utilisés en criminologie et mis en évidence par la technique de Southern Blot en utilisant des 

enzymes de restriction et des sondes radioactives (Laperche et al., 1991).  

II.3 Profils génétiques en criminalistique 

Les grands domaines d’application des empreintes génétiques sont la criminalistique, la 

recherche de parenté, l’identification des victimes de catastrophes et les agressions sexuelles, 

en se basant sur les polymorphismes ou marqueurs génétiques. Un marqueur génétique est 

défini par plusieurs critères:   

- Sa transmission mendélienne. 

- Son caractère stable au cours de la vie d’un individu. 

- Son grand polymorphisme, c’est-à-dire la présence d’un grand nombre d’allèles. 

- Son fort taux d’hétérozygotie (Mansuet-Lupo et al., 2008). 

II.3.1 Historique de l’analyse ADN en pratique judiciaire 

Les principales dates ayant marqué le développement de l’analyse ADN dans le domaine 

médico-légal sont les suivantes :  

- 1985 : Développement par Sir Alec Jeffreys des premières analyses d’identification. 

- 1987 : Création de laboratoires pour les analyses de routine (Angleterre, USA). 
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- 1988 : Développement d’une nouvelle méthode d’analyse de l’ADN grâce à des 

sondes (mono-locus). 

- 1991 :   Développement des analyses des STR. 

- 1993 : Mise en place du premier kit commercial d’analyses des STR. 

- 1995 : Développement du premier analyseur de STR en fluorescence : ABI 310. 

- 1996 : Développement de l’analyse de l’ADN mitochondrial. 

- 2000 : Développement de kits commerciaux analysant 16 STR en simultané. 

- 2001 : Développement de l’analyse du Chromosome Y. 

- 2002 : Développement de la recherche sur les SNP. 

- 2005 : Développement de kits commerciaux sur l’analyse du Chromosome Y. 

- 2010 : Développement de séquenceurs de seconde génération (Doutremepuich, 2012). 

II.3.2 Démarche analytique pour l’obtention d’un profil génétique en criminalistique 

Des profils d'ADN pouvaient être générés à partir d'objets touchés et ce depuis 1997 (Sankhla 

and Kumar, 2017). Cela a ouvert des possibilités et a conduit à la collecte d’ADN auprès d’un 

large éventail d’expositions (outils, couteaux , vêtements, véhicules, armes à feu, aliments, 

literie, préservatifs, cosmétiques pour les lèvres, portefeuilles, bijoux, verre, peau, papier, 

câbles, fenêtres, portes et pierres ) (van Oorschot et al., 2010). Ainsi, les laboratoires de police 

scientifique réalisent l’extraction de l’ADN à partir de tout type de matrices biologiques, 

qu’elles soient des traces riches (sang, sperme, salive) ou pauvres en ADN (traces de contact 

contenant des cellules épithéliales, éléments pileux, os, pellicules capillaires, sueur, 

excréments, etc…) (Laurent et al., 2017). 

Plusieurs étapes sont suivies avant d’établir l’identification génétique d’un individu : 

- La recherche de la trace et les prélèvements sont généralement effectués sur la scène 

d’infraction. 

-  La détermination de la nature de la trace jusqu’à l’obtention de profils génétiques se 

déroulent au laboratoire.  

II.3.2.1 Sources biologiques de l’ADN dans le domaine médico-légal  

a) Le sang  

 C’est un tissu liquide dans lequel baignent de nombreuses cellules. Tout l’ADN présent dans 

le sang provient de globules blancs. Le sang est la trace biologique traditionnelle par 

excellence et ne pose pas de problèmes. Avec les analyses par amplification d’ADN, toute 

trace de sang visible à l’œil nu peut être analysée (Coquoz and Taroni, 2006). 

../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_11
../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_35
../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_35
../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_38
../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_27
../mimiore%202/Mémoire-Version%20du%2016-06-2019%202.doc#_ENREF_7


Recherche bibliographique 

 

 Page 8 

 

b) Le sperme  

Il s’agit d’un fluide ou plasma séminal contenant en suspension des spermatozoïdes. Hormis 

les cas d’azoospermie, la densité du sperme en spermatozoïdes et en moyenne de 100000 

cellules/µl. Il est donc très riche en ADN. Une trace de sperme devrait en principe fournir un 

résultat à l’analyse. D’autres cellules comme les cellules épithéliales et les leucocytes sont 

également présentes dans le sperme, ce qui permet d’envisager l’obtention d’un profil ADN 

parmi ces cellules (Coquoz and Taroni, 2006). 

c) La salive  

C’est un liquide contenant diverses enzymes  capables de débuter la digestion des aliments. 

Ce liquide contient en outre quelque cellules buccales (quelques centaines de cellules par µl). 

Les traces de salive contiennent toutefois très peu de matériel biologique. Elles font partie des 

traces biologiques modernes, qui n’ont commencé à être exploitées à large échelle que depuis 

l’arrivée des analyses d’ADN utilisant la PCR (Coquoz and Taroni, 2006).  

d) Les os et les dents  

Ils ne sont en principe pas retrouvés comme trace, et servent à l’identification de cadavres. 

L’ADN des os et des dents se conserve longtemps même après le décès, et même si le cadavre 

a subi des dommages graves (Coquoz and Taroni, 2006).  

e) Les cheveux et les poils  

Ils constituent une catégorie d’échantillons qui a été exploitée dès l’introduction de la 

microscopie en police scientifique. La microscopie permet des examens morphologiques 

étendus des cheveux. L’examen morphologique garde néanmoins une utilité indéniable pour 

trier les cheveux et donc économiser des analyses d’ADN sur des cheveux ne correspondant 

pas aux suspects ou pour sélectionner les cheveux ayant des chances raisonnables de fournir 

un profil ADN. L’ADN retrouvé dans les cheveux provient de leur racine. Les tiges des 

cheveux sont du matériel mort dans lequel on ne trouve au mieux que très peu d’ADN très 

fortement dégradé (Coquoz and Taroni, 2006). 

f) L’urine  

C’est un liquide contenant toutes les substances dont le corps se débarrasse et contient 

également des cellules. L’urine n’est pas une très bonne source d’ADN, mais une analyse est 

toujours souhaitée (Coquoz and Taroni, 2006). 
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g) Les ongles  

Ils constituent une bonne source d’ADN et sont rarement retrouvés comme traces. Leur intérêt 

réside dans le fait qu’on peut retrouver des cellules de l’agresseur sous les ongles de la 

victime. Dans ces cas, il est souvent difficile d’extraire l’ADN étranger sans extraire en même 

temps l’ADN des ongles (Coquoz and Taroni, 2006). 

II.3.2.2 Ddétection des traces  

Avec les progrès réalisés dans les techniques de biologie moléculaire, il est devenu possible 

d’obtenir des résultats à partir de traces invisibles et présumées pauvres telles que les traces de 

contact. Afin d’améliorer le ciblage des zones à prélever, différents outils et différentes 

techniques ont donc été développés (source de lumière alternative (ALS) ou le test à la 

phosphatase acide (AP) (Khaldi et al., 2004). 

II.3.2.3 Prélèvement  

Le prélèvement de la trace, consiste dans le transfert du matériel biologique sur un support 

directement exploitable au  laboratoire (Pham-Hoai et al., 2017; van Oorschot et al., 2010). Il 

est courant d’utiliser une technique de double écouvillonnage pour une meilleure récupération 

de l’ADN (van Oorschot et al., 2010). Au cours d’une agression sexuelle, généralement les 

traces de sperme forment des taches sur des surfaces à découper comme les draps faciles à 

transporter au laboratoire. Lorsque les taches de sperme sont détectées sur des surfaces 

solides, le prélèvement se fait à l’aide d’un écouvillon humidifié avec de l’eau stérile et que 

l’on frotte ensuite sur la trace (Hellerud et al., 2011; Noel et al., 2019).  

II.3.2.4  Extraction et purification de l’ADN 

Si un écouvillon est utilisé pour collecter du matériel biologique, la quantité d’ADN récupérée 

est faible à partir d’un écouvillon sec par rapport à un écouvillon humide. Dans certains 

laboratoires, il est maintenant courant de congeler les écouvillons immédiatement après la 

collecte (van Oorschot et al., 2010). L’extraction consiste en un traitement chimique des 

échantillons qui permet de lyser les cellules et solubiliser l’ADN (Pham-Hoai et al., 2017).  

Dans le domaine légal, pendant plusieurs années, l’extraction d’ADN était basée sur des 

techniques utilisant des solvants organiques et la résine au Chelex 100. Cependant, ces 

techniques peuvent conduire à des pertes d’ADN pouvant atteindre 75%. Ainsi, ces 

techniques sont délaissées depuis les années 1990 au profit de kits disponibles dans le 

commerce, optimisés pour des types d’échantillons spécifiques (van Oorschot et al., 2010). 
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II.3.2.5  Quantification  

Bien qu’il ne semble pas toujours nécessaire de quantifier l’ADN étant donné la faible 

concentration attendue, cette information peut être utile au moment d’interpréter les résultats. 

De plus les échantillons issus du prélèvement de traces de contact ne sont pas toujours 

pauvres en ADN (Pham-Hoai et al., 2017; van Oorschot et al., 2010). Selon la nature, la 

fréquence et la durée du contact, des dizaines ou des centaines de nanogrammes d’ADN 

peuvent être récupérées. Comme il a été rapporté que des concentrations nulles d’ADN ne 

devraient pas empêcher le traitement en aval des échantillons obtenus à partir de traces, 

puisque des profils STR partiels, voire complets, à 9 loci ont pu être obtenus avec ces 

échantillons (van Oorschot et al., 2010).  

II.3.2.6 Génotypage 

La dernière étape dite de génotypage consiste en une migration différentielle des amplicons 

dans des capillaires contenant une solution de polymère (électrophorèse capillaire). Ceux-ci 

sont de ce fait séparés en fonction de leur taille (Laurent et al., 2017; Westen et al., 2009). Les 

variations recherchées pour l’identification par empreinte génétique impliquent les STR. Ils 

sont amplifiés par PCR multiplexe à l’aide d’amorces spécifiques dont l’une est couplée à un 

fluorochrome. Les amplicons ainsi obtenus sont ensuite séparés et détectés par électrophorèse 

capillaire. Les résultats sont représentés par des pics de fluorescence dont la position sur l’axe 

des abscisses correspond à la taille du fragment amplifié, constitué du STR et des régions 

flanquantes (Laurent et al., 2017).  

Plusieurs types de profils peuvent être obtenus (Pham-Hoai et al., 2017): 

- Les profils simples. 

- Les mélanges exploitables.  

- Les mélanges non exploitables. 

- Les profils partiels.  

 

Une dernière étape consiste à interpréter les différents profils obtenus par un expert et à les 

comparer à une base de données intairne (Figure 2) (Laurent et al., 2017).  
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Figure 2 : Principe de l’identification génétique par établissement d’un profil génétique STR. 

(Laurent et al., 2017 

 

Dans une enquête criminelle, l’analyse de plusieurs marqueurs génétiques aboutit à 

l’établissement d’un profil génétique sur la base duquel le suspect sera retenu ou innocenté.  
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III.1 Matériel   

III.1.1 Matériel biologique 

Pour la réalisation de cette étude, le matériel biologique utilisé est le sperme provenant d’un 

seul donneur à partir d’un laboratoire médical, sous anonymat. La présence de spermatozoïdes 

dans le sperme a été vérifiée avant l’utilisation de celui-ci dans le reste des manipulations.                                           

III.1.2 Matériel non biologique 

- Détergents     

Quatre détergents différents ont été utilisés lors de cette étude. Il s’agit de détergents fabriqués 

localement et les plus utilisés au quotidien pour le lavage du linge (Figure 1): 

- Un détergent liquide (Eau de Javel Bref à 15°). 

- Un détergent solide (savon Test ou savon de Marseille pour le lavage manuel). 

- Deux détergents en poudre (le Chat et Ariel pour lavage en machine à laver).  

 

 

A : l’eau de javel                           B : savon de Marseille 

 

C : le chat                                           D : Ariel 

Figure 3 : Les détergents utilisés 

- Draps  

Le drap utilisé est neuf de couleur blanche et fait de coton 100%. 
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III.2 Méthodes  

Pour le génotypage à partir du sperme recueilli, chaque étape a été réalisée dans une salle 

différente afin de limiter le risque des contaminations (tableau 1). Chaque salle contient les 

équipements nécessaires et spécifiques de chaque étape d’analyse qui sont résumés dans le 

tableau II  

Tableau II : Différents lieux pour la réalisation de l’analyse 

Salles  Etapes réalisées  

Salle d’examen des scellés Vérification de la qualité du sperme 

Obtention des taches de sperme.  

Tests préliminaires  

Salle de préparation des solutions Examen optique 

Salles (deux) pour la 

manipulation de l’ADN  

Extraction de l’ADN 

Quantification de l’ADN 

Salles blanches (trois) PCR  

Post-PCR 

Electrophorèse capillaire 

 

III.2.1 Processus analytique 

Pour la détermination du profil génétique à partir des traces de sperme, avant et après lavages, 

plusieurs étapes ont été suivies :  

1. Vérification de la qualité du sperme. 

2. Obtention des taches de sperme.  

3. Tests préliminaires : 

- Test optique. 

- Test chimique. 

- Test de confirmation.  

4. Extraction de l’ADN à partir des taches de sperme.  

5. Quantification de l’ADN extrait par PCR en temps réel. 

6. Amplification de l’ADN extrait par PCR multiplexe. 

7. Post-PCR. 

8. Electrophorèse capillaire. 

9. Validation des profils obtenus.  
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III.2.1.1 Vérification du sperme recueilli 

Le sperme obtenu à partir d’un laboratoire médical, sous anonymat a été d’abord vérifié pour 

la présence de spermatozoïdes et leur nombre.   

La recherche des spermatozoïdes se fait par une observation au microscope photonique après 

la coloration de Christmas tree (P Allery et al., 2001). Elle utilise deux colorants : 

 -  Nuclear Fast Red Stain (colorant A) : colore les têtes des spermatozoïdes en rose. 

 -  Picoindigocarmine Stain (colorant B) : colore les flagelles en vert. 

Un frottis a été réalisé avec 6 µl de sperme.  Après le séchage sur la plaque chauffante (56°C 

pendant 5 min), on ajoute 3 gouttes de Fast Red Stain et on laisse sécher (5 à 20 min à 

température ambiante). Les lames sont ensuite rincées à l’eau et séchées. Enfin, on dépose 3 

goutes du réactif Picoindigocarmine Stain qu’on laisse agir pendant 15 à 30 secondes avant de 

rincer à l’éthanol à 95%. Après séchage, l’observation se fait au microscope photonique 

(Wheeler and Wilson, 2013).  

III.2.1.2  Obtention des taches de sperme   

Le sperme a été réparti sur un drap blanc. Pour cela, il a été d’abord rincé deux fois pour 

éliminer le traitement de surface du tissu et permettre au sperme d’être absorbé plus 

profondément dans le tissu (Noel et al., 2019).  Le drap est ensuite coupé en cinq carrés de 15 

cm/15cm. Sur 4 carrées (A, B, C et D), le sperme (10µl) partage  dans 4 endroits différents 

pour l’obtention de 4 taches (diamètre d’environ 1,5 mm). Sur un carré, une seule tache a été 

faite (figure 4).  

Les morceaux de draps sont séchés pendant 24 heures, sous une hotte afin d’éviter toute 

contamination.  

Le carré avec une seule tache sert de témoin positif et ne subit aucun lavage aux détergents.  

Les autres carrés, A, B, C et D, ont été lavés manuellement avec l’eau courante avec les 

détergents cités précédemment (pour chaque carré un détergent).  

Après chaque lavage, les carrés de drap sont séchés pendant 24 heures à température 

ambiante. Après séchage, un petit morceau contenant les taches est découpé pour réaliser les 

différents tests.  

Le reste du carré subit un autre lavage. Cette procédure est répétée quatre fois.  
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Figure 4 : Les taches réalisées sur un drap  

III.2.1.3  Tests préliminaires ou tests indicatifs 

Ce sont des tests qui permettent d’attester la présence de la trace biologique.  Ils comportent :   

- Un examen optique au crimescope. 

- Un examen chimique à la phosphatase acide. 

- Un test de confirmation à la PSA (Prostate-Specific Antigen).  

Le premier test se fait directement sur les carrés de drap, alors que les autres tests se font sur 

un macérât obtenu à partir des taches de sperme.  

 Préparation du macérât 

 

Après lavage et séchage (1), la tache du tissu analysé est découpée puis placée dans un 

microtube auquel sont additionnés 400µl ultapure (2). La macération se fait à température 

ambiante pendant 2 heures afin de récupérer un maximum de spermatozoïdes. Le macérât est 

ensuite transféré dans un autre tube après centrifugation (16000 rpm pendant 6 min) (3) 

(Figure 5). 

 

Figure 5 : Schéma des différentes étapes de macération 
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III.2.1.3.1  Examen optique 
C’est la première étape pour la détection de l’emplacement des taches de sperme sur le tissu 

par l’utilisation d’un crimescope, un appareil capable de produire une lumière bleue à 490 nm 

pour vérifier la présence des taches de sperme qui émet une fluorescence à cause des flavines.  

Ainsi, avant de procéder au découpage des taches, il est nécessaire de réaliser ce test. 

Cependant, la présence de la fluorescence n’indique pas toujours la présence de sperme. En 

effet, certaines bactéries, l’urée et la salive sont capables d’émettre la même fluorescence.  

III.2.1.3.2  Examen chimique à la phosphatase acide  

a) Principe  

Certaines substances ne se rencontrent quasiment que dans le sperme et peuvent être détectées 

par un teste colorimétrique. La phosphatase acide (AP) est une enzyme en concentration 

particulièrement élevée dans le sperme. Cette propriété est exploitée dans les tests indicatifs 

pour sa détection, en utilisant des composés du phosphate conduisant à la formation d’un 

produit coloré lors de la décomposition catalysée par l’enzyme. La méthode est basée sur 

l’hydrolyse de -Naphtyl phosphate au pH 5,0 par l’AP produisant le -naphtol et le 

phosphate inorganique selon la réaction suivante :  

 

 

b) Mode opératoire 

Pour la détection des traces de sperme, 50µl d’une solution -naphtyl-phosphate sont ajoutés 

à 50µl de macérât. Après agitation, l’incubation se fait à température ambiante pendant 

15minutes. Ensuite, 50µl de la solution fast blue sont additionnés et l’observation se fait à 

l’œil nu. La présence de sperme se traduit par l’apparition d’une couleur mauve. 

III.2.1.3.3  Test de confirmation à la PSA 

a) Principe  

Dans le domaine forensique, la recherche de l’antigène 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 sperme lors des agressions sexuelles (Healy et al., 2007). 

La détection de la protéine p30 se fait par le test sur membrane de PSA (PSA Membrane Test 
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Assays). Elle est sécrétée dans le sperme exclusivement par le tissu prostatique. Elle est 

présente dans le liquide séminal à une concentration allant de 0,5 à 3 mg/ml. 

Le test est basé sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-PSA conjugués à un colorant et 

avec affinité  se fixer à la PSA humaine (Figure 6). Les complexes antigène-anticorps obtenus 

migrent à travers la membrane vers la zone de réaction où se trouvent des anticorps 

polyclonaux anti-PSA immobilisés. Le complexe antigène-anticorps avec les particules 

colorées entraînent la formation d'une ligne indiquant la présence de la PSA humaine.  

Les anticorps monoclonaux mobiles non liés à la PSA humaine migrent sur la membrane vers 

une zone de contrôle dans laquelle résident les anticorps anti-Ig immobilisés (figure 6). 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 contrôle est observée. Ainsi, la 

région du contrôle (C) et la région standard interne (i) sont indépendantes de la présence de 

PSA dans les échantillons biologiques.  

Des kits commerciaux ont été développés et validés pour une utilisation médico-légale. La 

sensibilité de ces kits permet de détecter une valeur aussi faible que 2ng de PSA/ml.  

 

 

Figure 6 : Schéma du principe de la détection de la PSA (Hochmeister et al., 1999) 
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b) Mode opératoire  

 

Le test es réalisé avec 50µl de macérât déposé sur une plaque de test PSA. Après 10 min on 

observe le résultat. 

III.2.1.4  Extraction d’ADN avec le kit Qiagen  

Le kit Qiagen utilise la technologie des membranes de silice (QIAamp) pour l’extraction et la 

purification des acides nucléiques. La membrane de silice est chargée positivement et l’ADN 

est chargé négativement ce qui permet d’assurer une meilleure purification de l’ADN à partir 

de petits volumes d’échantillons. Les tampons, le pH, les conditions de salinité sont optimisés 

pour assurer une liaison de l’ADN à la membrane, tandis que les protéines et les contaminants 

qui peuvent inhiber la PCR sont éliminés par lavage. L’ADN est en suite récupéré par 

l’utilisation d’un tampon d’élution dans des conditions basiques.  

Les étapes d’extraction de l’ADN à partir des taches de sperme ont été réalisées 

conformément aux instructions du Kit Qiagen (annexe 1). L’ADN récupéré est conservé à -

20°C jusqu’à son utilisation.  

III.2.1.5  Quantification de l’ADN par la PCR en temps réel 

La PCR en temps réel (real-time PCR, rt-PCR) est une technique qui repose sur la détection et 

la quantification d’un marqueur fluorescent au cours de la réaction de PCR. Le signal 

fluorescent est proportionnel à la quantité des produits PCR générés.  

a) Principe 

La PCR en temps réel (rt-PCR, q-PCR) peut être réalisée en utilisant une sonde marquée 

spécifique de la cible dite sonde TaqMan ou un autre fluorochrome qui se lie à l’ADN, le 

SYBR® Green I. Les résultats sont analysés par un logiciel sous forme de graphes observés 

directement sur un écran d’ordinateur (Vassias, 2012).  

La sonde TaqMan porte à son extrémité 5’ un fluorochrome (Reporter) et à son extrémité 3’ 

un Quencher. Le Reporter est une molécule qui émet un signal de fluorescence mesuré à la fin 

de chaque cycle de PCR à une longueur d'onde spécifique. En absence d'amplification, la 

sonde reste intacte, le Quencher (suppresseur) absorbe en grande partie la fluorescence du 

Reporter donc le reporter est réprimé. S'il y a amplification, la sonde TaqMan est hydrolysée 

lors de l'étape d'élongation de l'ADN par l’activité exonucléasique 5'-3' de l'ADN polymérase.  

Le fluorochrome émetteur est libéré de l’environnement du suppresseur permettant l’émission 

de la fluorescence (Figure 7).  
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Figure 7: Principe schématisé de l’essai à la sonde TaqMan (Butler, 2012) 

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 

sigmoïde (figure 8). En mesurant l’intensité de fluorescence émise à 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 

initiale de matrice) (Tse and Capeau, 2003; Vassias, 2012).  

 

 

Figure 8 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR quantitative (Tse and Capeau, 2003)   
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b) Mode opératoire  

La quantification a été realisée avec un kit (kit Quantifiler, Applied Biosystems™) dont le 

gène cible est donné dans le tableau ci-dessous. En même temps, une courbe étalon a été 

réalisée avec une gamme de standards dont les concentrations en ADN sont connue (Annexe 

2). 

Tableau III : Cible du kit Quantifiler 

Kit  

 

Gene cible   Localisation Longueur 

d’amplicon  

Région 

amplifiée  

Human 

Quantifiler  

Human telomerase 

reverse transcriptase 

(hTERT) 

5p15.33 62 pb Intron 

 

Le volume du mix réactionnel est préparé en fonction du nombre des échantillons à analyser, 

les ADN standards et le témoin négatif (tableau IV).  

Le mélange réactionnel est réparti à raison de 23µl par puits. Dans chaque puits, 2 µl de 

chaque échantillon d’ADN et standard sont ajoutés. La plaque est ensuite recouverte avec du 

papier adhésif et centrifugée pendant quelques secondes.  

 

Tableau IV : Préparation des mélanges réactionnels 

 

Mélange réactionnel 
Volume par réaction 

de 25μl 

Concentration 

Finale 

Mix de:  

  - Taq gold ADN-polymerase,  

  - dNTPs  

12,5µl 1N 

Mix des primers : 

   - Sonde TaqMan FAM 

   - Amorces spécifiques du gène 

   - Amorces de système IPC (Internal PCR 

control) 

10,5µl 1N 

Volume total du mix  23µl  

 

(N : Nombre de l’échenillons)  
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III.2.1.6 L’amplification des échantillons d’ADN  

Elle se fait en deux étapes. Après la dénaturation initiale, 40 cycles d’hybridation/extension 

sont réalisés dans un thermocycleur 7500 Fast, selon les conditions suivantes :  

 

 Etapes de la PCR                                     Température - Durée                                 

Dénaturation initiale                                   95°C, 10 min incubation initiale 

 Cycles à deux étapes : 40 

 Dénaturation                                             95°C, 15 secondes  

  Hybridation/élongation                           60°C, 60 secondes                           

 

III.2.1.7  Profilage par amplification par PCR multiplexe  

La PCR multiplexe est une variante de la PCR qui permet d’étudier plusieurs STR 

simultanément en utilisant plusieurs amorces spécifiques des différentes régions d’intérêt. 

Chacune des amorces étant marquée par un fluorochrome différent permettant d’attribuer un 

allèle à un système de STR donné (Mansuet-Lupo, 2007).  

a) Principe  

L’amplification par la PCR multiplexe suit les mêmes étapes qu’une PCR basique:  

- Une dénaturation initiale des deux brins de l’ADN.  

- Plusieurs cycles de 3 étapes : dénaturation, hybridation des amorces et extension.  

- Une élongation finale (Henegariu et al., 1997).  

Le kit utilisé dans cette PCR permet d’amplifier 15 STR non codant en plus de l’amélogénine 

pour la détermination du sexe d’un individu, et qui est située dans une région codante (tableau 

VII). Ce kit utilise un système de 4 colorants fluorescents sur les amorces dans le but de 

différencier entre les 16 STR en fonction de leur couleur (figure 6). 

 

Figure 9: Les marqueurs STR de kit AmpFISTR Identifiler et leurs fluorochromes  
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b)  Mode opératoire  

Dans ce cas, la PCR multiplexe est appliquée pour amplifier 16 STR (tableau V). Les STR 

sont multialléliques et le nombre d’allèles est égal au nombre de répétitions existant au locus 

considéré. 

Pour le bon déroulement de cette PCR, la concentration optimale d’ADN doit être comprise 

entre 0,05 et 0,1ng/µl. Pour des concentrations élevées, les échantillons doivent être dilués. 

Le volume du mélange réactionnel a été calculé en fonction du nombre des échantillons à 

analyser (tableau VI). Tous les réactifs sont disponibles dans des kits commerciaux, prêts à 

l’emploi.  

En plus des échantillons à analyser, sont également mis à amplifier : 

- Un contrôle positif contenant de l’ADN connu (témoin) : c’est un ADN standard du kit 

qui permet de vérifier que les démarches ultérieures de reconnaissance des allèles 

fonctionnent, et que la méthode d’analyse permet d’atteindre la sensibilité voulue.  

- Un contrôle négatif constitué par un échantillon sans ADN (blanc) afin de vérifier la 

pureté des réactifs (aucun profil ADN n’est attendu).  

 

Tableau V : Préparation du mélange réactionnel de la PCR multiplexe 

 

Réactifs  Volume  

Master mix  V(µl) =10 × N 

Amorces V(µl) =5 × N 

(N : Nombre d’échantillons)  

Le mélange réactionnel est réparti à raison de 15μl par puits. 10μl de chaque échantillon sont 

ajoutés dans les puits des plaques et mis à amplifier selon les conditions dans le tableau VI. 

Tableau VI: Conditions d’amplification au cours de la PCR multiplexe 

 

 

Hot stat 

28 cycles Extension 

finale Dénaturation Hybridation Extension 

95°C 

11 min 

94°C 

1 min 

59°C 

1min 

72°C 

1 min 

60°C 

60 min 
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Tableau VII : Liste des marqueurs STR  détérminés  par le kit AmpFISTR Identifiler 
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III.2.1.8 Post PCR  

a) Principe  

 

Cette étape correspond à la dénaturation des produits d’amplification issus de la PCR 

multiplexe. La dénaturation est réalisée par addition de formamide suivie d’un choc thermique 

pour obtenir un ADN monobrin. Cette dénaturation irréversible est nécessaire pour la 

migration des produits PCR par électrophorèse capillaire.  

Au cours de l’étape post-PCR, deux marqueurs de taille doivent être introduits dans chaque 

échantillon : 

- Liz : comporte des fragments d’ADN synthétiques de taille connue (en paires de 

bases) migrant avec chaque échantillon. Cette échelle permet ainsi de déterminer la 

taille des fragments par extrapolation.  

- Ladder allélique est un mélange d’ADN pré-amplifiés comportant tous les allèles 

possibles de chaque marqueur génétique (STR).   

 

b) Mode opératoire  

 

Dans une première étape, un mélange contenant le formamide (8,7 µl) et le standard de taille 

(Liz) (0,3µl) a été préparé dans un tube. Après avoir vortexé ce mélange (5 à 10 seconde), il 

est réparti à raison de 9μl par puits d’une plaque post-amplification de 96 puits. Un volume de 

4µl de chaque échantillon amplifié est déposé dans le puits de la plaque post-amplification 

suivant le plan de dépôt .  

Les témoins positif et négatif (1,5µl chacun) ainsi que le ladder (1,5µl) sont déposés en 

dernier dans les puits correspondants. 

La plaque recouverte est ensuite déposée dans un thermocycleur réglé sur le programme de 

dénaturation, 3 minutes à 95°C. Immédiatement après, la plaque est transférée sur un bac à 

glace (cryobloc) pendant 3 minutes puis centrifugée (1min, 3000 rpm). 

Après ces étapes, les échantillons sont prêts à être analysés par une électrophorèse capillaire.   

III.2.1.9 Séparation des fragments d’ADN par électrophorèse capillaire 

Une dernière étape du génotypage consiste à séparer et à détecter les amplicons obtenus par 

PCR multiplexe par électrophorèse capillaire. Les résultats sont représentés par des pics de 

fluorescence dont la position sur l’axe des abscisses correspond à la taille du fragment 

amplifié, constitué du STR et des régions flanquantes (Laurent et al., 2017). 
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a) Principe  

La séparation en électrophorèse capillaire repose essentiellement sur la mobilité 

électrophorétique, le coefficient de partage entre les phases, les constantes d'ionisations et la 

taille des molécules (Labat L et al., 2000). Les principaux éléments composant un appareil 

d’électrophorèse capillaire sont : 

- Un capillaire en verre étroit, rempli d'une solution d’un polymère visqueux qui agit 

comme un gel.  

- Deux flacons contenant les tampons. 

- Deux électrodes connectées à une alimentation haute tension.  

Les systèmes d’électrophorèse capillaire contiennent également un autosampler, une source 

d'excitation laser, un détecteur de fluorescence et un ordinateur pour contrôler l’injection et la 

détection de l’échantillon (Butler, 2012c).  

 

 

Figure 10 : Schéma du principe d'une électrophorèse capillaire pour l'analyse de l'ADN    

(Butler, 2012c) 

Les échantillons sont placés dans un plateau et injectés dans le capillaire en appliquant une 

tension élevée (par exemple 15000 volts) afin de séparer les fragments d'ADN en quelques 

minutes.  
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Les produits marqués par un colorant fluorescent sont analysés lorsqu'ils passent par la fenêtre 

de détection et sont excités par un faisceau laser. L'acquisition informatisée des données 

permet une analyse rapide et le stockage numérique des résultats de séparation.  

b) Mode opératoire 

L’électrophorèse capillaire a été réalisée sur un séquenceur ABI Prism 3130Xl comprenant 16 

capillaires de longueur adaptée au séquençage des fragments (36 cm de longueur et 20µm de 

diamètre) contenant le polymère POP4 (Performance optimized polymer 4) comme un 

support de migration. Lors de l’électrophorèse, les monobrins d’ADN vont migrer sous l’effet 

d’un champ électrique le long du capillaire de la cathode vers l’anode, selon leurs tailles.  

Vers la fin de la migration, les échantillons passent devant une cellule de détection et sont 

excités par un faisceau laser. Cette excitation provoque la libération de photons (fluorescence) 

qui sont captés par une caméra CCD (Charge Couple Device). Cet appareil est lié à un 

ordinateur qui commande le remplissage des capillaires, l’injection des échantillons, la 

détection et l’analyse de chaque run. 

III.2.1.10 Validation des données brutes  

L’appareil de l’électrophorèse est lié à un ordinateur qui présente les résultats sous forme par 

d’un profil génétique qui se traduit par des pics caractérisés par leurs position, leur couleurs et 

aussi par l’intensité de la fluorescence exprimée en RFU (unité fluorescence relative). 

L’analyse et la validation se ces résultats se fait par un logiciel (Gene Mapper) afin de vérifier 

certain nombre de critères notamment :  

- La vérification de la migration du standard de tailles et en le comparant avec les 

fragments identifiés (testés). 

- La vérification de la migration du ladder en le comparant avec chaque groupe d’allèles 

identifié. 

- La vérification des profils des témoins positif et négatif.  
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Cette étude a porté sur la recherche de l’impact de plusieurs lavages sur la quantité d’ADN à 

extraire à partir de taches de sperme et sur la détermination du profil génétique.  

IV.1  Résultats 

IV.1.1  Qualité du sperme collecté  

L’observation au microscope optique d’un frottis coloré du sperme recueilli à partir d’un 

donneur a montré la présence de spermatozoïdes. Ainsi, ce sperme a été utilisé pour la 

réalisation des autres étapes de cette étude. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Observation au microscope photonique d’un frottis de spermes (Gr : 10×40) 

IV.1.2 Tests préliminaires 

Ces tests ont été réalisés avant le lavage et après chaque lavage avec les différents détergents 

testés : eau de javel (A), savon de Marseille (B), savon le Chat (C) et le savon Ariel (D). 

Quatre lavages ont été effectués (tableau VIII).  

IV.1.2.1 Examen optique  

La fluorescence émise par les taches de sperme est très intense avant le lavage et après le 1
er

 

lavage avec les différents détergents testés.  

La fluorescence diminue avec le nombre de lavages, à l’exception des taches traitées avec le 

savon de Marseille qui émettent une fluorescence supérieure à celles des autres taches.  

Au bout du 4
ème

 lavage, aucune fluorescence n’a été détectée sur les taches traitées par l’eau 

de Javel. 
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IV.1.2.2 Examen chimique à la phosphatase acide (PA):  

Avant le lavage, la réaction à la phosphatase acide est positive : une forte coloration a été 

obtenue (tube à gauche, figure 12).  

La réaction reste positive après le 1
er
 lavage et le 2

ème
 lavage avec tous les détergents testés 

(Figures 12 et 13).  

La réaction est négative après le 3
ème

 et le 4
ème

 lavage, sauf pour les taches traitées au savon 

de Marseille qui ont donné une réaction positive après le 3
ème

 lavage (tableau VIII).  

 

Figure 12 : Résultats de l’examen chimique PA( le 1
er

 tube à gauche c’est avant 
 
 lavage et les 

autre tubes sont  pour les résultats de 1
er
 lavage 

 
 

Figure 13 : Résultats de l’examen chimique PA de 2
ème

 lavage 
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Tableau VIII: Résultats des tests préliminaires  sur le sperme utilisé 

  Crimescope PA PAS 

Avant lavage A +++ +++ +++ 

 

1
er

 lavage 

A1 +++ + +++ 

B1 +++ + +++ 

C1 +++ + +++ 

D1 +++ + +++ 

 

2
ème

 lavage 

A2 ++ + - 

B2 +++ + +++ 

C2 ++ + +++ 

D2 ++ + + 

 

3
ème

 lavage 

A3 + - - 

B3 ++ + + 

C3 + - - 

D3 + - - 

 

4
ème

 lavage 

A4 - - - 

B4 ++ - - 

C4 + - - 

D4 + - - 

 

IV.1.2.3 Test de confirmation à la PSA :    

La lecture se fait directement sur le dispositif de détection de la PSA. Un test positif se traduit 

par la présence de 3 lignes, alors qu’un test négatif se traduit par la présence de 2 lignes 

uniquement (une ligne au niveau du contrôle C et une ligne intermédiaire) (Figure 16). 

Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau VIII Avant le lavage, une réaction 

positive a été obtenue. Le même résultat a été obtenu avec les autres taches après le 1
er
 lavage.  

Pour les taches lavées avec l’eau de Javel, le test à la PSA était négatif à partir du 2
ème

 lavage.  

La réaction à la PSA devient négative à partir du 3
ème

 lavage pour les autres taches traitées 

avec les autres détergents, à l’exception des taches traitées par le savon de Marseille qui 

maintiennent une réaction faiblement positive après le 3
ème

 lavage qui se traduit par une ligne 

de faible intensité au niveau de la ligne T (B3 et B4) (Figure 16).  
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Figure 14 Résultas du test de confirmattion à la PSA, avant et après les 4 lavages avec les différents détergent
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IV.1.3 Quantification de l’ADN par q-PCR 

Une courbe étalon a été préparée à partir d’une gamme de standards pour la quantification de 

l’ADN par la PCR en temps réel (Annexe 2).   

L’ADN a été dosé à partir des taches de spermes avant et après lavages par les différents 

détergents (tableau IX).  

Tableau IX: Concentrations de l’ADN avant et après traitement des taches aux détergents 

 

ADN [ADN] : ng/µl Dilution  Inhibiteur  

A 2,2 1/22 - 

A1 0,03 P - 

B1 0,3 1/3 - 

C1 0,4 ¼ - 

D1 1 1/10 - 

A2 0,01 P - 

B2 0,11 P - 

C2 0,17 P - 

D2 0,13 P - 

A3 0 NPP - 

B3 0,08 P - 

C3 0,13 P - 

D3 0,11 P - 

A4 0 NPP - 

B4 0,1 P - 

C4 0,05 P - 

D4 0,02 P - 

(P: pur; NPP: Non passé) 

La représentation graphique des résultats (Figure 15) montre que la concentration d’ADN 

diminue avec le nombre de lavages par rapport à la tache de sperme non lavée (2,2 ng/µl). De 

plus, les résultats ont montré que la concentration d’ADN diminue fortement suite au 

traitement des taches par l’eau de Javel, jusqu’à s’annuler après le 3
ème

 et le 4
ème

 lavage.  
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Figure 15: Concentration d’ADN (ng/µl) dans les taches de sperme en fonction des lavages. 

 

IV.1.4 Génotypage  

Le profil génétique d’un individu est représenté sous forme d’un électrophorégramme ou pics 

de fluorescence dont la position sur l’axe des abscisses correspond à la taille du fragment 

amplifié, constitué du STR et des régions flanquantes.  

 

Les marqueurs génétiques sont répartis sur 4 lignes correspondant aux 4 fluorophores qui sont 

excités par le laser et émettent chacun dans des domaines différents du visible (bleu, vert, 

jaune et rouge). 

Les pics de fluorescence correspondent aux allèles. Dans chaque rectangle, le premier chiffre 

correspond à l’allèle, le deuxième au niveau de fluorescence (RUF) et le troisième à la taille 

du fragment en nombre de bases) (Laurent et al., 2017).  

 

L’électrophorégramme d’un profil simple présente pour chaque marqueur examiné des allèles 

distincts à l’intensité forte et équilibrée dans le cas des individus hétérozygotes ; pour les 

individus homozygotes, les allèles examinés se confondront en un seul signal dont l’intensité 

sera double de celle des hétérozygotes. 

Profil du témoin négatif : 

Les résultats ont montré l’absence de profil électrophorétique du témoin négatif, ce qui 

indique l’absence de contamination par l’ADN.  
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En plus du profil du témoin négatif, 17 profils ont été obtenus, à partir d’un seul donneur 

volontaire. Ainsi on retrouve les mêmes allèles dans tous les profils génétiques obtenus 

(tableau X).  

 

Tableau X : Profil ADN du donneur de sperme avant lavage 

 

Locus Allèles 

D8S1179 11 

D21S11 30, 33.2 

D7S820 10, 11 

CSF1PO 9, 11 

D3S1358 16 

TH01 6, 7 

D13S317 8, 14 

D16S539 9, 11 

D2S1338 17, 24 

D19S433 13, 14 

VWA 17, 18 

TPOX 9,11 

D18S51 13, 14 

AMEL X, Y 

D5S818 10, 13 

FGA 19, 26 
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a) Profil génétique avant lavage  

Il s’agit d’un profil obtenu à partir d’une tache de sperme non lavée (Figure 1). Ce profil 

génétique a été obtenu avec une concentration en ADN de 2,2ng/µl. Il va servir comme 

référence  pour comparer avec les autres profils après les traitements aux détergents. 

 

 

Figure 16 : Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme sur le drap non lavé (A) 
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b) Profils génétiques obtenus après un premier lavage (A1, B1, C1, D1)  

- Eau de Javel : malgré ce lavage, un profil génétique interprétable a été obtenu.  

Cependant l’intensité des pics a diminué par rapport au profil (A). 

 

 

Figure 17 : Profil génétique obtenu à partir  d’une tache de sperme lavée une fois à l’eau de 

Javel  
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- Savon de Marseille : un profil génétique interprétable a été obtenu et dont l’intensité 

des pics est comparable au 1
er
 cas (A). 

 

 

Figure 18: Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée une fois au savon Test 

(B1) 
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- Savons le Chat (C1) et Ariel (D1) : dans les deux cas, des profils interprétables ont été 

obtenus.  

 

Figure 19: Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée une seule fois au 

savon le Chat (C1) 
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Figure 20: Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée une seule fois au 

savon le Ariel (D1) 
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c) Profils obtenus après un 2
ème

 lavage (A2, B2, C2, D2) 

- Eau de Javel : il s’agit d’un profil partiel qui a été obtenu ; seuls quelques pics 

correspondant aux allèles ont été obtenus et dont l’intensité est très faible, comparé au 

profil (A1). Les données de ce profil sont très insuffisantes pour être interprétables.  

 

Figure 21:Profil génétique obtenu à partir  d’une tache de sperme lavée 2 fois à l’eau de Javel 

(A2) 
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- Savon de Marseille (B2), le Chat (C2) et Ariel (D2) : dans tous les cas, des profils 

interprétables ont été obtenus par rapport au cas précédent.  

 

 

Figure 22: Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée 2 fois au savon de 

Marseille (B2 
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Figure 23: Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée 2 fois au savon le 

Chat (C2) 
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Figure 24 : Profil génétique obtenu à partir d’une tache de sperme lavée 2 fois  au savon Ariel 

(D2) 

 

d) Profils obtenus après un 3
ème

 et un 4
ème

 lavage 

 

Suite à un 3
ème

 et à 4
ème

 lavage des taches de sperme à l’eau de Javel, aucun profil génétique 

n’a été obtenu.Pour les autres détergents testés, des profils interprétables ont été obtenus après 

les 3
èmes

 et 4
èmes

 lavages (annexes 3).  
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IV.2   Discussion  

 

Dès 1986, la comparaison des profils d’ADN a été appliquée dans le domaine judiciaire. 

L’analyse ADN est appelée empreinte génétique qui est le résultat de l’étude simultanée de 

plusieurs loci, afin d’établir un génotype propre à chaque individu. 

Dans de nombreux cas d’agressions sexuelles, la literie et les vêtements (sous-

vêtements) sont des éléments de preuve essentiels à la recherche de taches de sperme pour 

recueillir l’ADN de l’agresseur. Afin de dissimuler toute trace d’agression sexuelle, souvent, 

ces objets sont lavés avant d'être saisis et envoyés au laboratoire médicolégal (Noel et al., 

2019). Notre étude est la première en Algérie à s’intéresser à l’effet de plusieurs lavages sur la 

quantité d’ADN extraite à partir de taches de sperme et sur la détermination d’un profil 

génétique.  

Dans les différents laboratoires, la visualisation et la détection des taches de sperme se 

fait couramment par un moyen optique (P Allery et al., 2001) et par des tests sérologiques 

(Khaldi et al., 2004). Différentes études ont montré que la détection des taches de sperme peut 

être influencée par la nature du détergent utilisé, le mode de lavage à la machine, le nombre 

de lavages et la nature du textile.   

Pour la détection des traces séminales, nos résultats ont montré l’efficacité de la lumière 

alternative (crimescope) dans la détection des traces de sperme sur les pièces de drap, bien 

que l’intensité de la fluorescence diminue avec le nombre de lavages et disparait suite au 

traitement à l’eau de Javel au dernier lavage. Plus récemment, il a été montré que l'intensité de 

la fluorescence diminuait également après chaque lavage, et ce indépendamment des 

détergents testés ; en effet après 6 lavages, les taches de sperme présentaient une faible 

fluorescence, mais détectables au crimescope, même dans le cas des taches traitées à l’eau de 

Javel, contrairement à nos résultats (Noel et al., 2019).  

Concernant le test à la phosphatase acide, une réaction positive modérée a été obtenue 

après le 1
er
 lavage, comparé à l’échantillon non lavé. La réaction devient négative après le 

lavage 3, à l’exception des taches traitées au savon de Marseille. Des études antérieures ont 

rapporté que le test à la phosphatase acide était négatif sur des taches de spermes soumises à 

un lavage à la machine sur des sous-vêtements en coton (Jobin and De Gouffe, 2003), de 

même que 85% des pièces de draps après un seul lavage et devient négatif pour tous les 

échantillons après un 3
ème

 lavage, et ce quelque soit le détergent utilisé (Noel et al., 2019). 

Pour cette même étude, le test à la PSA serait plus sensible  puisque des réactions positives 

ont été obtenues même après 6 lavages avec certains détergents, à l’exception de l’eau de 
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Javel où la réaction devient négative après le 1
er
 lavage pour la moitié des échantillons testés 

et s’annule complètement au bout du 4
ème

 lavage. Dans notre étude, la réaction de la PSA 

devient négative dès le 2
ème

 lavage à l’eau de Javel. Avec les autres détergents testés, 

l’intensité de la réaction est variable avec le type de détergent mais devient complètement 

négative au dernier lavage. De plus, la conservation des traces de sperme dépend de la nature 

du textile. En effet, des réactions positives de la PSA ont été obtenues à partir de taches de 

sperme sur coton, mais pas sur des textiles en nylon (Jobin and De Gouffe, 2003). De plus, la 

réaction à la PSA est influencée par les températures de lavages ; positive à une température 

de 40°C, mais négative à 60°C (Farmen et al., 2008). 

La quantification de l’ADN a montré que la concentration de l’ADN a diminué de 

manière importante juste après le lavage (1) comparé à l’échantillon non lavé. La diminution 

semble plus importante pour les pièces de drap traitées à l’eau de Javel pour s’annuler après le 

3ème lavage expliquant ainsi l’absence de profils génétiques après les lavages (3) et (4). En 

effet, pour les taches de sperme lavées à l’eau de Javel, seul un profil génétique interprétable a 

pu être obtenu après le lavage (1). Au second lavage, un profil partiel a été obtenu et donc non 

interprétable. Ces résultats indiquent un effet plus agressif de l’eau de Javel sur la molécule 

d’ADN comparé aux détergents testés dans ce cas. Des travaux ont démontré la dénaturation 

irréversible de la molécule d’ADN par l’eau de Javel ou l’acide Hypochloreux (HOCl) par 

une réaction de chloration des bases de l’ADN empêchant ainsi leur appariement. Ceci a été 

démontré par l’incapacité de la molécule d’ADN à former un complexe avec l’agent 

intercalent, le bromure d’éthidium (Prütz, 1996). 

Dans le cas des autres détergents, bien que les tests sérologiques soient négatifs au bout du 

3
ème

 et 4
ème

 lavage, des profils génétiques interprétables ont pu être obtenus. Ainsi, ces 

résultats montrent qu’il faut réaliser un génotypage de l’ADN devant la négativité de ces tests. 

La réalisation du génotypage est rendue possible même en présence de faibles quantités 

d’ADN grâce à la technique de la PCR. Une étude a montré qu’il était possible de récupérer 

un profil génétique complet à partir d’anciennes traces de spermes, lavées 8 mois après une 

agression sexuelle. Ces données soulignent la nécessité de récupérer et d’examiner les 

vêtements des victimes à la recherche de preuves de sperme et d’ADN, même si les vêtements 

ont été entreposés pendant plusieurs mois ou lavés à plusieurs reprises depuis le début de 

l’agression sexuelle (Brayley-Morris et al., 2015).  En plus, la quantité d’ADN recueillie à 

partir de ces anciennes taches était de l’ordre du µg/ml. Dans notre étude, la concentration 

obtenue avant et après lavages étaient de l’ordre du ng/µl, ce qui est compatible avec les 

résultats déjà rapportés (Farmen et al., 2008). 
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V. Conclusion  

Dans notre expérience, nous avons montré que les taches de sperme lavées à plusieurs reprises 

peuvent encore être détectées visuellement au crimescope. De plus, nos résultats ont montré 

que les quantités d'ADN obtenues étaient suffisantes pour l'analyse génétique bien que les 

tests de PSA et de phosphatase acide étaient négatifs.  

 En effet, nos résultats montrent que les lavages quelle que soit la nature de détergeant utilisée  

influencent sur le génotypage mais la probabilité de détecter une tache de sperme et d'obtenir 

un profil génétique interprétable est assez élevée, même si l'article a été lavé jusqu'à quatre 

fois. 

 

Notre étude constitue une première étape qui devra être complétée en testant d’autres 

détergents, comme les savons liquides pour machines à laver le linge. Comme il serait 

intéressant de tester :  

- L’effet de plusieurs programmes de lavages à la machine et donc tester plusieurs 

températures différentes.   

- Différents types de textiles (synthétiques, colorés).  

- Types d’échantillonnage (écouvillonnage ou des morceaux de linge découpés).  
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Annexe 1 : protocole d'extraction de l’ADN avec  le kit Qiagen 

- Mettre dans un tube de 2 ml l’échantillon, 300µl d’une solution ATL (Tissue Lysis Buffer 

tampon de lyse tissulaire), 20µl de protéinase K du kit et 20µl de DTT. 

- Vortexer pendant 10 secondes et incuber 1h à 56°C avec une agitation de 900 rpm. 

- Centrifuger quelques secondes. 

- Ajouter 300µl de tampon de lyse AL (Lysis Buffer) et votrexer pour bien mixer pendant 10 

secondes.  

- Incubation pendant 10 minutes à 70°C sur le bloc chauffant avec agitation de 900 rpm.  

- Centrifugation brève et ajouter 150µl d’éthanol absolu.  

- Vortexer pendant 15 secondes, centrifuger brièvement et déposer le tout au centre d’une 

colonne QlAamp MinElute sans toucher la membrane.  

- Centrifuger 1min à 8000 rpm.    

- Eliminer le tube contenant l’éluant, transférer la colonne QlAamp MinElute dans un 

nouveau tube de 2ml et ajouter 700µl de tampon AW.  

- Centrifuger 1min à 8000 rpm.   

- Eliminer le tube contenant l’éluant, transférer la colonne QlAamp MinElute dans un 

nouveau tube de 2ml et ajouter 700µl d’éthanol absolu. 

- Centrifuger 1min à 8000 rpm.  

- Eliminer le tube contenant l’éluant, transférer la colonne QlAamp MinElute dans un 

nouveau tube de 2ml. 

- Centrifuger 3min à 14000 rpm. 

- Placer la colonne QlAamp MinElute dans un nouveau tube de 1.5ml laissant le couvercle 

ouvert pour laisser sécher à température ambiante pendant 10 min.  

- Ajouter 20 à 50µl de tampon d’élution ATE (Elution Buffer).   

- Incubation 1min à température ambiante et centrifugation 1min à 14000rpm pour récupérer 

l’ADN extrait.   

- Conserver les tubes d’ADN à-20°C. 
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Annexe 2 : Préparation de la courbe étalon.  

  

Préparation des dilutions  

Gamme standard Volume de l’ADN 

témoin 

Concentration Dilution 

Gamme standard 1 10µl 50 ng/µl ¼ 

Gamme standard 2 10µl 16,7 ng/µl 1/3 

Gamme standard 3 10µl 5,56 ng/µl 1/3 

Gamme standard 4 10µl 1,85 ng/µl 1/3 

Gamme standard 5 10µl 0,62 ng/µl 1/3 

Gamme standard 6 10µl 0,21 ng/µl 1/3 

Gamme standard 7 10µl 0,068 ng/µl 1/3 

Gamme standard 8 10µl 0,023ng/µl 1/3 

 

 

Courbe d’étalon 
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Profil génétique obtenu après un 3
ème

 lavage au savon le Test                                       Profil génétique obtenu après un 3
ème

 lavage au savon le Chat                                       

 

Annexe 3 : Profils génétiques obtenus après lavages 
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Profil génétique obtenu après un 3
ème

 lavage au savon Ariel                                                 Profil génétique obtenu après un4
ème

 lavage au savon Test                                        
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Profil génétique obtenu après un 4
ème

 lavage au savon le Chat                                          Profil génétique obtenu après un4
ème

 lavage au savon Ariel          
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Annexe 4 : profil de témoin négatif 

 

 



Glossaire 

ADN : macromolécule qui consiste généralement en deux chaines de polynucléotides 

maintenues associées par des laissons hydrogène, dans lesquelles les sucres sont des 

désoxyriboses. Le principal porteur d’information génétique. 

Amorce : ADN simple brin, également appelée oligonucléotide, utilisé comme molécule 

«starter» ou « primer »  pour la PCR. 

Amplicon : C’est un fragment d'ADN amplifié par PCR. 

Electrophorèse capillaire : Technique utilisée pour la séparation des acides nucléiques à 

l’aide de capillaires à base de silice. Elle est fondée sur le déplacement d'ions avec des 

vitesses de migration différentes selon leur taille sous l'effet d'un champ électrique. 

Fluorochrome : Substance chimique capable d'émettre de la lumière fluorescente après 

excitation. 

Marqueur génétique : un gène ou région chromosomique utilisée pour l’identification. 

Pb : c’est  la plus petite unité pour décrire la longueur d'une molécule ou d'un fragment 

d'ADN qui comprend deux bases comp 

lémentaires 

PCR: réaction d’amplification en chaîne, méthode permettant le ciblage  et l'amplification de 

courts segments d'ADN par l'utilisation de deux amorces flanquant  la séquence d'intérêt ainsi 

que l'enzyme ADN polymérase. 

Sciences forensiques : Ensemble des principes scientifiques et des techniques appliqués à 

l'investigation criminelle, pour prouver l'existence d'un crime et aider la justice à déterminer 

l'identité de l'auteur. 

Sonde : oligonucliutide comme un ADN ou un ARN qui a été marque et peut détectée par un 

teste (autoradiographie ou observation en microscope à fluorescence).les sondes sont utilisées 

pour identifier des molécules, gènes ou produit de gènes choisis. 

 

 



RESUME  

L’introduction des empreintes génétiques en pratique judiciaire dans les années 80, a eu des 

retombées positive pour l’identification des individus par leur ADN, matériel génétique qui 

peut être isolé à partir de sources biologiques variées. Les empreintes génétiques ou  profils 

ADN sont établis par l’analyse de plusieurs loci d’ADN, principalement des STR (short 

Tandem repeats) hautement polymorphes. Cette propriété fait d’eux des marqueurs génétiques 

de choix pour établir un profil génétique de chaque individu. Dans le cas des agressions 

sexuelles, l’obtention d’un profil génétique n’est pas toujours facile. En effet, dans la plupart 

l’agresseur essaie de dissimuler toutes les traces. Ainsi, notre étude s’est intéressée à l’impact 

des lavages répétés sur la quantité d’ADN à recueillir et sur la détermination du profil 

génétique à partir des traces de sperme lavées avec 4 détergents différents jusqu'à quatre fois. 

Les résultats ont montré que les méthodes de détection du sperme et l’obtention de profils 

génétiques interprétables dépendraient de la nature du détergent utilisé et du nombre de 

lavages.  

Les mots clés: Agression sexuelle, ADN, Détergents, Profil génétique, Sperme, STR. 

 يهخض

ػٍ يادة وساثٍت تستخهض يٍ  ػبشيُز انثًاٍَُاث بذا انؼًم ببظًاث انحًض انُىوي فً انًحاكى كذنٍم لإثباث انجشو وهى 

 إنً أخش تسًح بحظىل ػهً بٍاَاثٌحتىي هزا الأخٍش ػهً سلاسم طغٍشة جذ يتغٍشة يٍ شخض بٍىنىجٍت  ػذة يظادس

بغسهها نتضهٍم وػشقهت  إخفاء الأدنتانًغتظب تذاء انجُسً ٌحاول نكٍ فً اغهب انقضاٌا يثم قضاٌا الاع ,شخظٍتوساثٍت  

  يشاث أسبغ يغسىل (انزكشٌت انًُىٌت انحٍىاَاث بقغ ) ةانًظادس انبٍىنىجً هزِ يٍ واحذة استخذيُا انؼًم هزا يف .انؼذانت

 انُتائج أظهشث .انجُسً بالاػتذاءاث انظهت راث نلأفشاد انىساثٍت نبٍاَاثا نتحذٌذ ستخلاص انحًض انُىوي لا نتقٍٍىيتتانٍت 

 انًستخذو انًُظف طبٍؼت ػهى تؼتًذ نهتفسٍش قابهت وساثٍت يهفاث ػهى وانحظىل انًُىٌت انحٍىاَاثػٍ  كتشافلا طشق أٌ

 .انغسلاث وػذد

 .انىساثً انًهف ، STR ، انجُسً الاػتذاء ، انًُىٌت انحٍىاَاث ، انُىوي انحًض:  يفتاحٍتال انكهًاث

ABSTRAT 

  The introduction of genetic fingerprints in legal practice in the 1980s had a positive impact 

on the identification of individuals by their DNA, a genetic material that can be isolated from 

a variety of biological sources. DNA fingerprints or profiles are established by the analysis of 

several DNA loci, mainly highly polymorphic STR (short Tandem repeats). This property 

makes them the genetic markers of choice for establishing a genetic profile of each individual. 

In the case of sexual assaults, obtaining a genetic profile is not always easy. Indeed, in most 

cases the aggressor tries to hide all the traces. Thus, our study focused on the impact of 

repeated washes on the amount of DNA to be collected and on the determination of the 

genetic profile from traces of semen washed with 4 different detergents up to four times. The 

results showed that the methods for detecting sperm and obtaining interpretable genetic 

profiles would depend on the nature of the detergent used and the number of washes 

Keywords: Detergents, DNA, Genetic profile, Sexual assault, Sperm, STR. 
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