
Génotypage de 
rats et souris 
transgéniques



•Le génotypage sert à déterminer la constitution génétique d’un animal modifié
génétiquement et surveiller la dérive génétique d’un élevage.

•Le choix de la méthode doit dépendre de la possibilité de réduire au minimum la douleur et
la détresse de l’animal, de la quantité de tissus nécessaire et de la possibilité de combiner la
manipulation à l’identification de l’animal.

•Le succès du génotypage dépend d’un échantillon adéquat, des mesures empêchant toute
contamination entre les échantillons et des mesures qui évitent la dégradation des
échantillons. (Lignes directrices du CCPA sur les souris et sur les rats)

•Un génotypage par PCR (Polymerase Chain Reaction) requiert moins d’ADN qu’un
Southern Blot.



1.Échantillon de fèces

• Méthode non invasive et simple, utile si peu d’animaux doivent être génotypés et qu’une 
identification n’est pas nécessaire. 

• Cette méthode comporte des risques de contamination croisée et n’est pas fiable pour 
toutes les constructions génétiques. 

• Les échantillons doivent être analysés dans les 24 h après la récolte et le génotypage
requiert souvent plusieurs fèces par animal pour être efficace. 

• Prendre des fèces qui sortent de l’animal à la suite de la manipulation ou mettre l’animal 
dans une cage propre pendant une à deux minutes et récolter les fèces ensuite. 



1.Échantillon de salive et de cellules buccales 

1. Méthode peu invasive et simple, utile si peu d’animaux doivent être génotypés et qu’une 
identification n’est pas nécessaire. 

2. L’échantillon peut être récolté par pipette ou frottis buccal avec un coton-tige. 

3. Les cellules buccales des animaux non sevrés pourraient être contaminées par 

4. l’ADN de la mère après l’allaitement ou par du sang en cas de blessure buccale. 



1.Échantillon de follicules pileux 

• Méthode peu invasive et simple, utile si peu d’animaux doivent être génotypés et qu’une 
identification n’est pas nécessaire. 

• Prélever des poils à l’aide d’une pince désinfectée/stérilisée sur l’abdomen de l’animal. 

• Cette méthode comporte des risques importants de contamination croisée. 



1.Échantillon de sang 

1. Voir les PNF P-1 Prélèvements sanguins chez le rat, P-2 Prélèvements sanguins chez la 
souris et P-16 Procédure générale pour les prélèvements sanguins. 

2. Ne pas faire chez des animaux de moins de 14 jours. 

3. Une formation spécialisée sur les techniques de prélèvements sanguins doit 

4. préalablement être suivie et à jour au dossier de formation du manipulateur. 



Biopsie de l’oreille 
•Nettoyer et désinfecter/stériliser un poinçon d’oreille et une paire de pinces. 

•Contentionner l’animal afin de limiter les mouvements de la tête. 

•Appliquer le poinçon à l’endroit voulu sur l’oreille et récupérer la biopsie. Il est possible de 
s’aider avec les pinces au besoin. 

•Replacer l’animal dans sa cage et noter sur le carton et/ou dans la base de données les 
informations relatives à son identification, au besoin. 

•Nettoyer et désinfecter/stériliser les outils entre chaque animal. 



1.Biopsie de la queue
• Lors d’une biopsie de la queue, si un anesthésique local est utilisé, toujours vérifier le temps

d’action requis avant de commencer la biopsie.
• Un maximum de 5 mm peut être prélevé lors d’une biopsie de la queue.
• Si de l’ADN supplémentaire est requis à la suite d’une biopsie de queue, des alternatives à

une seconde biopsie de queue doivent être priorisées (poinçon d’oreille, prélèvement de poil,
etc.).

• Des biopsies de queue répétées nécessitent une anesthésie générale et de l’analgésie.
• Anesthésie/analgésie :

o Animaux de 10 à 21 jours : l’anesthésie locale est fortement recommandée.
o Animaux de 22 à 31 jours : l’anesthésie locale est obligatoire.
o Animaux de 31 jours et plus : l’anesthésie générale et l’administration d’un analgésique pour un
niveau de douleur attendu de 2 sont obligatoires.
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L’obtention d’animaux transgéniques
repose, quelque soit la technique utilisée,
sur les quatre mêmes principales étapes

Les principales étapes de l’obtention d’animaux transgéniques 



Les 3 principales méthodes de transgénèse



Les principales étapes principales de 
l’obtention de souris transgéniques par 

micro-injection pronucléaire



Dans ce cas, en plus de l'invalidation du gène cible, il y a introduction d'un gène d'intérêt (par exemple un gène codant pour une
protéine particulière). Suite à la recombinaison homologue, ce gène, placé sous le contrôle du promoteur et des autres
séquences régulatrices du gène cible, s'exprimera à la place de ce dernier. De façon simpliste, on peut dire qu'il y a eu
remplacement d'un gène par un autr



étape : Préparation de la solution d'ADN injectée
Une séquence d’ADN déterminée est clonée (c’est-à-dire reproduite à l’identique un grand 
nombre de fois) ce qui permet l’obtention d’une solution d’ADN. Cette solution sera ensuite 
microinjectée au niveau d’un des pronucléi. L'efficacité de la micro-injection dépend des 
propriétés et de la qualité (e.g. pureté) de la solution injecté. 
Il a été montré que plus le nombre de copies d’ADN est grand, plus le taux d’intégration de 
l’ADN est important. Cependant, une préparation trop concentrée donc trop visqueuse peut 
augmenter le risque de mort de l’embryon au moment de l’injection. De plus, l'ADN linéaire
s'intègre plus efficacement que l'ADN circulaire. 
De plus, l'effet inhibiteur de séquences procaryotiques (provenant des vecteurs de clonage) a été
démontré : ils n'ont pas d'effet sur l'intégration du transgène dans le génome hôte mais ils 
peuvent cependant inhiber l'expression de certains transgène. 

Il est donc recommandé d'éliminer toute séquence inutile, notamment les séquences provenant 
du vecteur de clonage au moyen d'enzymes de restriction. 



Mais certaines séquences, au contraire, se sont révélées importantes dans la régulation de 
l'expression du transgène : c'est le cas des introns (qui sont de larges séquences non codantes) 
qui ont une influence importante sur le fonctionnement des gènes introduits par micro-
injection. Les observations de Brinster suggèrent que les introns facilitent la transcription des 
gènes micro-injectés, notamment en aidant à maintenir une activité de transcription pendant le 
développement. 

Il est donc recommandé d'injecter l'ADN sous sa forme génomique plutôt que sous sa forme 
d'ADNc (ADN complémentaire qui est obtenu par transcription reverse à partir de l’ARN 
messager et qui ne comprend pas les introns). 
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