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	SVT - Terminale S                                                                                                                              Chapitre 7.2 - TP n° 2

	Détection et dosage d’un anticorps 

Test E.L.I.S.A. (Enzym Linked ImmunoSorbent Assay)

RR - Lycée Jaufré Rudel - Blaye

	Objectif. Le test ELISA est utilisé pour la détection soit d’antigènes, soit d’anticorps. On se propose ici de rechercher des anticorps anti-BSA (Bovine Serum Albumin) selon un protocole proche de celui utilisé pour rechercher les anticorps anti-VIH dans le sang d’un patient lors d’un test de dépistage.



	Principe.  Pour rechercher un anticorps on fixe, dans les puits d’une plaque de microtitration, l’antigène correspondant (si on recherchait un antigène on fixerait l’anticorps correspondant). On dépose ensuite les sérums à tester et on rince. Si les anticorps sont présents, ils restent fixés aux antigènes au fond de la plaque. On les met alors en présence d’un conjugué, c’est à dire d’un anti-anticorps couplé à une enzyme, et on rince à nouveau. En présence d’anticorps, le conjugué reste fixé au fond de la plaque.  On rajoute enfin le substrat de l’enzyme qui donne, en cas de test positif, une réaction colorée proportionnelle à la quantité d’anticorps recherché.

	Activités
	Capacités - Exigences - Conseils de méthode 
	Auto évaluation

	1. Mettre en œuvre le protocole fourni en suivant les indications de la fiche technique.
	Réaliser une manipulation d’après un protocole (T2)

Pendant les temps d’incubation commencer l’activité 2 en déterminant les résultats attendus de la manipulation « Détection et dosage ».
	A
	B
	C
	D
	E

	2. Interprétez les résultats obtenus de la manipulation « Détection et dosage » en vous appuyant sur des schémas à l’échelle moléculaire.
	Traduire des informations par un schéma (R3)
- Interpréter le résultat des 8 puits.

- Les sérums des puits 6, 7 et 8 sont-ils positifs ou négatifs ? Justifiez la réponse. S’ils sont positifs déterminer leur concentration à l’aide d’une barrette « Gamme complète ».

- Indiquer la nature des sérums disponibles à votre poste.
- Les schémas respectent les symboles proposés et montrent les associations moléculaires.
	A
	B
	C
	D
	E

	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 326.


Matériel



● Polycopiés
1 fiche élève par élève

12 fiches poste :  gamme complète

12 fiches poste : détection et dosage d’un anti-corps

Transparent 1. Le test ELISA dans Nathan p. 326
Transparent 2. Symboles à utiliser pour la réalisation des schémas explicatifs

● Préparer à l’avance
- Commander le kit SORDALAB : test ELISA : dosage d’anti-BSA

- Se procurer de l’eau déminéralisée 

- Conserver le kit à 4°C à l’abri de la lumière.

- Préparer les solutions (sauf le TMB) la veille ou le matin du TP (voir notice du kit) et conserver les solutions au réfrigérateur. 

ATTENTION
- Ne pas confondre le tampon PBS qui sert à la préparation des dilutions et le tampon PBS-Tween  qui est utilisé par les élèves pour les opérations de lavage.

- La solution révélatrice de TMB est à préparer au dernier moment, c’est à dire pendant la séance de TP quand les élèves en ont besoin. Donc ne préparer que la quantité de TMB du utile pour chaque groupe. Utiliser l’eau stérile du kit.

● Dans la salle 

2 supports de barrettes

Rouleau de papier absorbant

Réserve de cônes propres

Ruban adhésif

Pendant la séance : TMB (substrat de la peroxydase) :  16 mL (8 mL TMB du kit + 8 mL eau stérile du kit) à répartir dans plusieurs récipients pour faciliter la distribution.

…/…

● 2 postes élèves « Gamme complète »
1 barrette de 8 puits

1 micropipette de 80 µL (ou, à défaut, de 40 µL ou environ 15 comptes gouttes calibrés : 1 goutte = 40 µL)
Environ 15 cônes neufs (le noter sur le récipient)

Poubelle à cônes (le noter sur le récipient)

2 feuilles de papier absorbant

1 compte gouttes calibré (pour lavages)

Sérums C1 à C8 : 1 mL de chacun (les deux postes peuvent travailler avec la même série de sérums)

Tampon PBS-Tween : 30 mL 

Conjugué (anticorps anti-anti-BSA couplé à la peroxydase) : 1,5 mL

2 fiches poste « Gamme complète » sous pochette plastique

2 fiches poste « Détection et dosage » sous pochette plastique

La barrette réalisée pendant une séance peut être conservée au réfrigérateur d’un TP sur l’autre (la fermer avec du ruban adhésif).     

● 4 postes élèves « Détection et dosage »
1 barrette de 8 puits

1 micropipette de 80 µL (ou, à défaut, de 40 µL)

Environ 10 cônes neufs (le noter sur le récipient)

Poubelle à cônes (le noter sur le récipient)

2 feuilles de papier absorbant

1 compte gouttes calibré (pour lavages)

Sérum de lapin non immunisé : 1,5 mL 

3 sérums différents et successifs dans la série C1 à C8 : 3 mL de chacun

Tampon PBS-Tween : 30 mL

Conjugué (anticorps anti-anti-BSA couplé à la peroxydase) : 1,5 mL

2 fiches poste « Gamme complète » sous pochette plastique

2 fiches poste « Détection et dosage » sous pochette plastique

La barrette réalisée pendant une séance peut être conservée au réfrigérateur d’un TP sur l’autre (la fermer avec du ruban adhésif).     

Commentaires



Conduite de la séance

- Distribuer les fiches élèves.

- Présenter oralement l’objectif de la séance et le principe du test ELISA (transparent 1)

- Préciser collectivement le travail de chaque poste (2 poste gamme complète et 4 postes détection et dosage)

- Préciser que, pour les 6 postes, le compte rendu se fait sur l’activité «  Détection et dosage ». Les postes « Gamme complète » se procurent donc des résultats « Détection et dosage ».

- Préciser de commencer l’activité 2 pendant les temps d’incubation de l’activité 1.

- Présenter le transparent 2 (symboles…) et le laisser à l’écran. 

Fiche technique du test ELISA (Sordalab)

Compléments possibles de ce TP

- Possibilité de déterminer le point d’extinction, c’est à dire la concentration minimale d’anticorps anti-BSA détecté par la technique. Pour cela, poursuivre les dilutions au demi à partir de C8. Le point d’extinction apparaît alors entre C10 et C11, soit pour des concentrations d’anticorps C10 = 0,033 µg/mL à C11 = 0,0166 µg/mL.

- Possibilité de mesurer l’absorbance à 370 nm en transvasant le contenu de plusieurs puits identiques dans une cuve. Le zéro du spectrophotomètre est alors le PBS seul (je pense plutôt que c’est le substrat TMB).

- Il est possible de stopper la réaction enzymatique en ajoutant dans les puits 80µL de 1N HCl ou de 0,0625N de H2SO4. L’acidification bloque l’activité enzymatique, le TMB vire au jaune. Les résultats peuvent alors être lus à 450 nm. 

Fiche Poste 
Test ELISA : gamme complète 

Anticorps de lapin anti-BSA sur support tapissé de BSA (Bovine Serum Albumin) et utilisation d’un anticorps de lapin anti-anti-BSA couplé à la peroxydase.

Avant de commencer la manipulation : repérer les différentes solutions disponibles ainsi que la poubelle à cônes et  s’assurer que vous savez faire fonctionner la pipette automatique.
	Opérations
	Puits

encoche
	Remarques

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	

	Coating 
	Fixation et lavage déjà réalisés
	Fixation de BSA (par effet électrostatique) sur toute la surface intérieure des puits.

	Opération 1

Sérum de lapin 
	C 1

17 µg/mL

=

80 µL
	C 2

8,5

µg/mL

=

80 µL
	C 3

4,25

µg/mL

=

80 µL
	C 4

2,125

µg/mL

=

80 µL
	C 5

1,063

µg/mL

=

80 µL
	C 6

0,531

µg/mL

=

80 µL
	C 7

0,266

µg/mL

=

80 µL
	C 8

0,138

µg/mL

=

80 µL
	ATTENTION. Changer le cône de la micropipette pour chaque nouvelle solution.

Incuber 15 minutes à température ambiante sur la paillasse.

	Opération 2 : 2 lavages

Tampon PBS-Tween 
	Vider les puits en les retournant énergiquement dans l’évier.

Sécher en tapotant la barrette renversée sur du papier absorbant.

Remplir totalement les puits utilisés avec du tampon PBS-Tween.

Recommencer (vider, sécher, remplir de tampon PBS-Tween).

Vider les cupules en les retournant énergiquement dans l’évier.

Sécher en tapotant la barrette renversée sur du papier absorbant.
	Changer le cône qui pourra ensuite être utilisé pour tous les puits (solution identique).

Le but est d’éliminer tout l’anticorps anti-BSA non lié à la BSA qui tapisse les cupules.

	Opération 3
Conjugué 

= anticorps de détection 
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	Changer le cône qui pourra être utilisé pour tous les puits (solution identique)

Le conjugué (= anticorps de détection = anticorps anti-anti-BSA) se fixe spécifiquement aux anticorps anti-BSA (liés à la BSA qui tapisse les cupules) et il est couplé à une enzyme (ici la peroxydase).

Incuber 15 minutes à température ambiante sur la paillasse.

	Opération 4 : 2 lavages

Tampon PBS-Tween
	Procéder de la même manière qu’à l’opération 2.
	L’opération a pour but d’éliminer tout le conjugué non lié à l’anticorps anti-BSA.

	Opération 5 : révélation
TMB (= substrat)
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	Changer le cône qui pourra ensuite  être utilisé pour les autres puits (solution identique).

Le TMB (= tétra-méthyl-benzidine) est un substrat de la peroxydase (réaction colorée).

Incuber 5 minutes à température ambiante avant interprétation.

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de peroxydase, donc proportionnelle à la concentration d’anticorps anti-BSA.


Test ELISA : détection et dosage d’un anticorps

Détection et dosage d’un anticorps de lapin anti-BSA à l’aide d’un supports tapissé de BSA (Bovine Serum Albumin) et d’un anticorps de lapin anti-anti-BSA couplé à la peroxydase.

Avant de commencer la manipulation : repérer les différentes solutions disponibles ainsi que la poubelle à cônes et  s’assurer que vous savez faire fonctionner la pipette automatique.
	Opérations
	Puits

encoche
	Remarques

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	

	Coating 
	Fixation et lavage déjà réalisés
	Fixation de BSA (par effet électrostatique) sur toute la surface intérieure des puits.

	Opération 1

Sérum de lapin 
	vide
	vide
	négatif

80 µL
	C n

80 µL
	C n

80 µL
	C n

80 µL
	C n+1

80 µL
	C n+2

80 µL
	ATTENTION. Changer le cône de la micropipette pour chaque nouvelle solution.

Négatif : sérum de lapin non immunisé cotre la BSA.

C n à C n+2 : contiennent éventuellement des anticorps anti-BSA à doser.

Incuber 15 minutes à température ambiante sur la paillasse.

	Opération 2 : 2 lavages

Tampon PBS-Tween 
	Vider les puits en les retournant énergiquement dans l’évier.

Sécher en tapotant la barrette renversée sur du papier absorbant.

Remplir totalement les puits utilisés avec du tampon PBS-Tween.

Recommencer (vider, sécher, remplir de tampon PBS-Tween).

Vider les puits en les retournant énergiquement dans l’évier.

Sécher en tapotant la barrette renversée sur du papier absorbant.
	Changer le cône qui pourra ensuite être utilisé pour tous les puits (solution identique).

Le but est d’éliminer tout l’anticorps anti-BSA non lié à la BSA qui tapisse les cupules.

	Opération 3
Anticorps de détection ou conjugué
	vide
	80 µL
	80 µL
	vide
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	Changer le cône qui pourra être utilisé pour tous les puits (solution identique).

Le conjugué (= anticorps de détection = anticorps anti-anti-BSA) se fixe spécifiquement aux anticorps anti-BSA (lié à la BSA qui tapisse les cupules) et il est couplé à une enzyme (ici la peroxydase).

Incuber 15 minutes à température ambiante sur la paillasse.

	Opération 4 : 2 lavages

Tampon PBS-Tween
	Procéder de la même manière qu’à l’opération 2.
	L’opération a pour but d’éliminer tout le conjugué non lié à l’anticorps anti-BSA.

	Opération 5 : révélation
TMB (= substrat)
	80 µL
conjugué

+
80 µL

TMB
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	vide
	80 µL
	80 µL
	80 µL
	Après avoir déposé le conjugué dans le puits 1, changer le cône qui pourra ensuite être utilisé pour les puits (solution identique).

Le TMB (= tétra-méthyl-benzidine) est un substrat de la peroxydase (réaction colorée).

Incuber 5 minutes à température ambiante avant interprétation.

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de peroxydase, donc proportionnelle à la concentration d’anticorps anti-BSA.


Symboles à utiliser pour la réalisation

des schémas explicatifs

à l’échelle moléculaire
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	Conjugué 

Anticorps anti-anti-BSA couplé à la peroxydase

	
	Substrat 

de la peroxydase (TMB)

	
	Anticorps 

anti-BSA

	

	Antigène 

BSA


Fiche élève 
	SVT - Terminale S                                                                                                                              Chapitre 7.2 - TP n° 2

	Détection et dosage d’un anticorps 

Test E.L.I.S.A. (Enzym Linked ImmunoSorbent Assay)

RR - Lycée Jaufré Rudel - Blaye

	Objectif. Le test ELISA est utilisé pour la détection soit d’antigènes, soit d’anticorps. On se propose ici de rechercher des anticorps anti-BSA (Bovine Serum Albumin) selon un protocole proche de celui utilisé pour rechercher les anticorps anti-VIH dans le sang d’un patient lors d’un test de dépistage.



	Principe.  Pour rechercher un anticorps on fixe, dans les puits d’une plaque de microtitration, l’antigène correspondant (si on recherchait un antigène on fixerait l’anticorps correspondant). On dépose ensuite les sérums à tester et on rince. Si les anticorps sont présents, ils restent fixés aux antigènes au fond de la plaque. On les met alors en présence d’un conjugué, c’est à dire d’un anti-anticorps couplé à une enzyme, et on rince à nouveau. En présence d’anticorps, le conjugué reste fixé au fond de la plaque.  On rajoute enfin le substrat de l’enzyme qui donne, en cas de test positif, une réaction colorée proportionnelle à la quantité d’anticorps recherché.

	Activités
	Capacités - Exigences - Conseils de méthode 
	Auto évaluation

	1. Mettre en œuvre le protocole fourni en suivant les indications de la fiche technique.
	Réaliser une manipulation d’après un protocole (T2)

Pendant les temps d’incubation commencer l’activité 2 en déterminant les résultats attendus de la manipulation « Détection et dosage ».
	A
	B
	C
	D
	E

	2. Interprétez les résultats obtenus de la manipulation « Détection et dosage » en vous appuyant sur des schémas à l’échelle moléculaire.
	Traduire des informations par un schéma (R3)
- Interpréter le résultat des 8 puits.

- Les sérums des puits 6, 7 et 8 sont-ils positifs ou négatifs ? Justifiez la réponse. S’ils sont positifs déterminer leur concentration à l’aide d’une barrette « Gamme complète ».

- Indiquer la nature des sérums disponibles à votre poste.
- Les schémas respectent les symboles proposés et montrent les associations moléculaires.
	A
	B
	C
	D
	E

	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 326.
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Test E.L.I.S.A. (Enzym Linked ImmunoSorbent Assay)

RR - Lycée Jaufré Rudel - Blaye

	Objectif. Le test ELISA est utilisé pour la détection soit d’antigènes, soit d’anticorps. On se propose ici de rechercher des anticorps anti-BSA (Bovine Serum Albumin) selon un protocole proche de celui utilisé pour rechercher les anticorps anti-VIH dans le sang d’un patient lors d’un test de dépistage.



	Principe.  Pour rechercher un anticorps on fixe, dans les puits d’une plaque de microtitration, l’antigène correspondant (si on recherchait un antigène on fixerait l’anticorps correspondant). On dépose ensuite les sérums à tester et on rince. Si les anticorps sont présents, ils restent fixés aux antigènes au fond de la plaque. On les met alors en présence d’un conjugué, c’est à dire d’un anti-anticorps couplé à une enzyme, et on rince à nouveau. En présence d’anticorps, le conjugué reste fixé au fond de la plaque.  On rajoute enfin le substrat de l’enzyme qui donne, en cas de test positif, une réaction colorée proportionnelle à la quantité d’anticorps recherché.

	Activités
	Capacités - Exigences - Conseils de méthode 
	Auto évaluation

	1. Mettre en œuvre le protocole fourni en suivant les indications de la fiche technique.
	Réaliser une manipulation d’après un protocole (T2)

Pendant les temps d’incubation commencer l’activité 2 en déterminant les résultats attendus de la manipulation « Détection et dosage ».
	A
	B
	C
	D
	E

	2. Interprétez les résultats obtenus de la manipulation « Détection et dosage » en vous appuyant sur des schémas à l’échelle moléculaire.
	Traduire des informations par un schéma (R3)
- Interpréter le résultat des 8 puits.

- Les sérums des puits 6, 7 et 8 sont-ils positifs ou négatifs ? Justifiez la réponse. S’ils sont positifs déterminer leur concentration à l’aide d’une barrette « Gamme complète ».

- Indiquer la nature des sérums disponibles à votre poste.
- Les schémas respectent les symboles proposés et montrent les associations moléculaires.
	A
	B
	C
	D
	E

	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 326.
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