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. Composition du produit

Cette expérience est destinée a 10 groupes de travail.

Contenu :

A - Antigénes ~ Stockage:

B - Anticorps primaires Des réception, réfrigérer
C - Conjugé Anti IgG Peroxydase les composant périssables.
D - Peroxyde d’hydrogéne stabilisé (Pour S1)
E - Co- Substrat Peroxyde

F - Substrat ABTS (S2) Tout les composant de ce kit sont destinés

G - Tampon phosphate concentré exclnsivement 3 des ufilisations 3 buts péda-
o gogiques. Ils ne peuvent en aucun cas étre
2 plaques de microtitration utilisés a des fins de diagnostiques ou étre ad-

Pipettes pour transfert ministrés ou consommés par des étres vivants.
Microtubes avec capuchon

Tubes plastique de 15 mL
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Aucun des éléments inclus dans ce Kits ne sont d’origine humaine.
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Il. Accessoires nécessaires

Eau distillée ou désionisée

Bechers

Incubateur 37°C.

Gants jetables

Lunettes de protection

Micropipettes automatiques 0—50 mL + embouts.

433340838

Assurez vous que la verrerie est propre et séche et dépourvue de toute trace résiduelle de savon.

Principe du test Elisa :

E.L.I.S.A.

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Les anticorps sont des protéines spécifiques a I’homme et aux animaux, produites par les lymphocytes en réponse a un
matériel étranger.

Les éléments étrangers connus comme antigénes incluent des agents infecticux et de nombreux matériaux environne-
mentaux.

Les antigenes sont des molécules a haut poids moléculaire, comme les protéines, hydrates de carbones et acides nucléi-
ques qui peuvent circuler librement ou faisant partie intégrante d’un élément plus complexe comme une partie d’enve-
loppe de virus par exemple . Les anticorps sont ¢laborés en réponse aux antigenes.

IIs se lient aux antigenes et jouent un réle conséquent dans 1’¢limination de ce matériel étranger de la circulation.

Quand un anticorps se lie spécifiquement a un antigéne, il peut reconnaitre les séquences, les charges ou des conforma-
tion structurelles spécifiques.

Ces caractéristiques de liaisons structurelles constituent I’empreinte digitale de I’antigéne.

Chaque molécule d’anticorps, peut se lier a deux molécules d’antigéne. Cette concordance structurelle est hautement
spécifique et rend possible la différenciation entre deux virus circulant et depuis peu entre deux souches différentes du
méme virus.

Quand un anticorps et un antigéne forment un complexe insoluble, cette réaction de liaison hautement spécifique, est
appelée immunoprécipitation.

Les anticorps sont obtenus expérimentalement en exposant un animal a un antigéne spécifique.

Le sérum ou plasma, est préparé en enlevant au sang les hématies. Il contient : les protéines spécifiques de 1’animal et
les anticorps anti — antigénes qui ont pu étre administrés a I’animal par infection ou a dessein.

Les anticorps sont purifiés des échantillons de sérum animal et peuvent étre utilisés pour détecter les antigénes particu-
liers, comme des agents infectieux humains.

Description d’un test de screening Immunologique.

Le test ELISA a été, a I’origine développé pour détecter les antocorps circulants. Il s'agit d'un procédé (immuno absorp-
tion enzymatique) qui permet de doser les antigénes (corps considéré comme étranger par l'organisme) et les anticorps
grace a l'utilisation d'un marqueur (molécule dont la détection permet d’identifier ces éléments). Dans la méthode Elisa,
ces marqueurs sont des enzymes.

Les tests ELISA sont réalisés sur des plaques de microtitration, en polystyréne ou en polychlorure de vinyle. Ces pla-
ques sont translucides et comportent de nombreuses micro cavités dans lesquelles sont déposés les échantillons .

En premier lieu, les antigénes sont déposés dans les cavités qui sont ensuite rincées pour éliminer les Ag en exces, une
fraction de ces Ag est restée fixée aux parois des cupules par liaisons hydrophobes.

Successivement 1’opération est réitérée avec un anticorps primaire puis secondaire, qui lui est liés de fagon covalent a
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la peroxydase oxyde différentes molécules qui, en fonction de leur degré d’oxydation vont présenter des cou-
leurs différentes.

Subsirat Produit
(Incolore) (Coloré)

\_/
-

Anticorps
Primaire

=8

Antigéne

La présence d’une réaction colorée implique la présence de I'enzyme et donc de la fixation sur le support re-
cherché.

Un résultat coloré sera synonymes de positivité. Comme sur la
plaque ci dessous pour les cupules B1, B2, B3, D1, D2 et D3

Pour le Test ELISA mis en Humadn
ceuvre lors de la détection (1gG)
du virus HIV, le principe est le méme, il suit le schéma ci contre. \

\
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lll Protocole

=  L’objectif de cette expérience est de comprendre le
concept expérimental et la méthodologie de la méthode
ELISA.

=  Gants et Lunettes de protection doivent étre portée de
maniere systématique comme le préconisent les BPL.

Instruction Générale et Protocole.

Marquer Les plaques de Microtitration

= Orienter les plaques, lettres en haut et chiffres & gauche noter votre nom de
groupe sur la plaques, de manicre a la retrouver une fois la manipulation

Mettre I’incubateur a pré- terminée.
chauffer a 37°C. avant de = Numéroter les lignes et les colonnes, lignes avec des chiffres et colonnes
commencer I’expérience. par des lettres; si les cupules sont déja repérées sur la microplaque, prenez

soin de noter la référence des cupules que vous utiliserez.

Marquer Les pipettes de transfert
Numéroter 10 pipettes comme suit :

TPS (Tampon phosphate salin)
Ag (Antigene)

1° Ac (Anticorps Primaire)

2° Ac (Anticorps secondaire)
Sub 1 (Substrat 1)

Sub 2 (Substrat 2)

Ligne 1

Ligne 2

Ligne 3

0. Ligne4

S0 NN R WD

Utilisez les pipettes exclusivement pour prélever les €éléments pour lesquels elles
ont été repérées

Recommandations

Pour ajouter les réactif dans les cupules, n’utiliser que les pipettes marquées ou encore mieux, des micropipettes avec co-
nes jetables.

Faire de méme pour retirer le liquide des cupules.

Pour rincer les cupules procéder comme suit :

A. Utiliser la pipette marquée « TPS », pour ajouter le tampon dans les cupules. Ajouter du tampon jusqu’a ce que la
cupule soit pratiquement pleine.
La capacité des cupules est approximativement de 0.2 mL, Attention a ne pas laisser dé
border du liquide dans les cupules adjacentes.

B. Retirer tout le tampon avec la pipette de la colonne correspondante.
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Protocole Expérimental:

ANTIGENE.

l. Ajouter 50 uL ou 3 gouttes d’antigéne (Ag) dans chaque cupule des lignes 2, 3 et 4. Ne pas en mettre dans les
cupules de la ligne 1;

2. Laisser incuber pendant 5 min a température ambiante;

3. Enlever tout le liquide des cupules avec la pipette marquée Ag;

4.

manipulation est mise en attente a ce niveau, laisser le tampon dans les
cupules. (voir les points optionnel de mise an attente de I’expérience).
Retirer le tampon des cupules comme décrit précédemment.

- A B c -
Bien rincer les 12 cupules en respectant la procédure de ringage; si la i x ! x

A cette étape de ’expérience, il est possible de stopper le protocole a la seule

condition de laisser le tampon TPS dans les cupules et de stocker a température

ambiante. Reprendre la séance suivante au point 4 ci-dessus.

ANTICORPS PRIMAIRE

Ajouter 50 pL ou 3 gouttes d’antigéne (1° Ac) dans chaque cupule des lignes 1, 2 et 4. Ne pas en mettre dans les
cupules de la ligne 3;

6. Laisser incuber pendant 5 min a température ambiante;

7. Enlever tout le liquide des cupules avec la pipette marquée Ag;

8. Bien rincer les 12 cupules en respectant la procédure de ringage; si la manipulation est mise en attente a ce ni
veau, laisser le tampon dans les cupules. (voir les points optionnel de mise an attente de I’expérience).Retirer le
tampon des cupules comme décrit précédemment

ANTICORPS SECONDAIRE

9. Ajouter 50 uL ou 3 gouttes d’antigéne (Ag) dans chaque cupule des lignes 2, 3 et 4. Ne pas en mettre dans les
cupules de la ligne 1;

10.  Laisser incuber pendant 5 min a température ambiante;

11.  Enlever tout le liquide des cupules avec la pipette marquée Ag;

12.  Bien rincer les 12 cupules en respectant la procédure de ringage; si la manipulation est mise en attente a ce ni

veau, laisser le tampon dans les cupules. (voir les points optionnel de mise an attente de 1’expérience).Retirer le
tampon des cupules comme décrit précédemment
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Protocole Expérimental:

Suite de la procédure expérimentale proposée au étudiants:

=

13.

14.

15.
16.

SUBSTRAT

Ajouter 0.1 ml ou 5 gouttes de substrat S1 dans chaque
cupules des lignes 1 et 2;

Ajouter 0.1 ml ou 5 gouttes de substrat S2 dans chaque
cupules des lignes 3 et 4;

Incuber 5 minutes 37°C.;

Enlever les plaques pour analyse.

@ @
ek

@ QO
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Guide du professeur

CONDITIONS EN TEMPS APPROXIMATIVES ET PROCEDURES EXPERIMENTALES
1. La préparation des réactifs prend d'approximativement une et une demi- heure.
2. L'activité expérimentale de I'éléve dure approximativement 60 minutes.
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Figure 1

PREPARATION DES MANIPS:
= Microplaques : orienter les microplaques comme sur le schéma ci-dessus
= Couper les microplaques selon les pointillés : chaque groupe recevra une plaque de 3 colonnes et 4 lignes.

PREPARATIONS LE JOUR MEME

DEPOTS DANS LES RANGEES A a D:

1. Utilisez une pipette neuve de 1 ml pour deposer I'antigéne (A) directement des tubes provenant du kit
Marquez 10 microtubes « Ag » et mettre 0.6 ml par tube.

2. Utilisez une pipette neuve de 1 ml pour deposer I'anticorps primaire (B) directement des tubes provenant du
kit.

Marquez 10 microtubes «1° Ac» et mettre 0.6 ml par tube.

Préparation du Tampon :

1. Ajoutez tout le concentré salin (G) a 135 ml d'eau distillée. Mélanger.

2. Noter le tampon "PBS".

3. Distribuez 12 ml dans 10 petits béchers pour chacun des 10 groupes de laboratoire.




Conjugé de peroxydase d'Anti-IgG (anticorps secondaire)

1. Ajoutez 0,3 ml PBS au conjugé concentré de peroxydase d'Anti-IgG (C). Mélangez en secouant et en
retournant le tube.

2. Transférez 6 PBS a un tube en plastique de 15 ml fourni.

3. Transférez le contenu entier du tube G préparé dans I'étape 4 dans le tube de 15 ml contenant 6 ml de PBS.
Marquez le tube "2°Ab" (anticorps secondaire). Mélanger

4. Distribuez 0.6 ml du conjugé dilué de peroxydase d'Anti-lgG pour chaque groupe.

PREPARATION DU SUBSTRAT de PEROXYDASE

(15 - 30 minutes avant la derniére incubation)

1. Mettez 9 ml PBS dans les deuxiéme tube de 15 ml fourni.

2. Ajoutez le co substrat peroxide (E) au 9 ml de PBS. Fermer et agiter fermement, manuellement ou mécanique-
ment (vortex). Il reste souvent un dépét non dissous.

3. Ajoutez alors 1ml du peroxyde d'hydrogéne (D). fermer et mélanger.

4. Distribuez 0.75 ml du substrat de peroxydase (S1) pour chacun des 10 groupes.

Distribuez les composés F.
1. distribuez 0.75 ml de substrat ABTS a chacun des 10 groupes.

A* Antigéne Ag 0.6 ml

B* Anticorps primaire 1°Ab 0.6 ml

C+PBS Conjugué anti IgG 2°Ab 0.6 ml
Péroxydase

PBS+D+E Substrats Enzyme S1 0.75 ml
Peroxydase **

F Substrat ABTS S2 0.75 ml

G + water Tampon phosphate ~ PBS 12 ml
saline

= * le substrats A et B sont portés a température ambiante le jour du TP.
= ** Substrat Enzyme peroxydase préparé 15 a 20 minutes avant la derniére incubation

Chaque Group doit Recevoir:

1 piéce de la microplaque découpée

1 tube marqué "Ag"

1 tube marqué "1°Ab"

1 tube marqué "2° Ab"

1 pipette automatique (optionnel)

10 pipettes de transfert

1 becher contenant le PBS

1 becher vide noté "dechets"

1 tube marqué "S1" (juste avant la derniére incubation)
1 tube marqué "S2" (juste avant la derniére incubation).

Résultats Attendus

Vous reporter a la notice en anglais, pages 14 « expected results »
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