TP ELISA (produits de substitution)

Fiche-protocole — éléve

Matériel disponible et protocole d'utilisation du matériel

Matériel :

- 1 barrette de 8 puits au fond desquels sont fixés les
antigénes

- 1 sérum X a tester

- 1 sérum témoin T d’un individu non immunisé

- 6 solutions d’anticorps anti-antigéne de
concentrations décroissantes et connues : notés
C1-C2-C3-C4-C5-C6

- 1 solution d’anticorps de détection couplés a une
enzyme : Ac de détection

- 1 solution de lavage : PBS- Tween

- 1 solution de substrat de 'enzyme TMB

- 1 micropipette réglée sur 80 pl

- embouts (dans boite)

- pot « JAVEL »

- cristallisoir « POUBELLE »

- 1 feutre

- 1 chronométre

- 1 gabarit de la barrette numéroté et plastifié

- papier absorbant

Protocole :
1- Préparer la barrette

Repérer 'encoche se trouvant a une extrémité de la barrette. A sa droite se situe le

puits n°1.

Déposer la barrette dans le bon sens sur le gabarit numéroté.

2- Réaliser I'expérience
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Numérotation des puits 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentration d’Ac C1 C2 C3 Cc4 C5 (o]} T
Volume de la solution=Ac1 | 80 yLde | 80 yLde | 80uyL e | 80puL e | 80puL e | 80uyL e | 80puL e | 80 L e
C1 C2 C3 C4 C5 C6 T X

Laisser incuber 10 minutes a température ambiante

- Vider la barrette en prenant garde de ne pas contaminer les cupules des puits.
- Tamponner les puits sur du papier absorbant pour éliminer I'excés de produits.

- Laver les puits en les remplissant avec la solution de lavage PBS Tween
- Vider les immédiatement

-Répéter 2 fois I'opération

Volume de la solution=Ac 2

gouL | 8opL | souL | 8opL | 8ouL | 8ouL | 80uL | 8OL

- Laisser incuber 5 minutes a température ambiante

- Vider la barrette en prenant garde de ne pas contaminer les cupules des puits.
- Tamponner les puits sur du papier absorbant pour éliminer I'excés de produits.

- Laver les puits en les remplissant avec la solution de lavage PBS Tween
- Vider les immédiatement

-Répéter 2 fois I'opération

Solution révélatrice= TMB

gouL | 80uL | souL | 8ouL | souL | souL | 80uL | 8OL

Sécurité : Les produits utilisés sont des produits de
substitution permettant de modéliser les réactions

3- Lecture des résultats
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TP ELISA (produits de substitution)

entre anticorps et antigénes.

O &

Avant toute manipulation, mettre la
blouse, les lunettes et les gants.

Elle doit se faire_dans les 5 minutes qui suivent I'ajout de la solution révélatrice. Au dela, des réactions parasites
peuvent fausser les résultats.

® O

®

Concentration en pg C1 C2 C3 Cc4 C5 C6 T X
d’Ac/mL
Couleur de coloration pour le Concentration | Couleur de coloration pour le Ici non
sérum d’un individu immunisé seuil sérum d’un individu non immunisé

immunisé
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TP ELISA (produits de substitution)

Blouse

Gants

Lunettes

Calculatrice

Oui

Oui

Non

Fiche laboratoire

Matériel par poste :

- -1 barrette de 8 puits au fond desquels sont fixés les antigénes
- -1sérum X a tester
- -1 sérum témoin T d’un individu non immunisé

- -6 solutions d’anticorps anti-antigéne de concentrations décroissantes et connues : notés
C1-C2-C3-C4-C5-C6

- -1 solution d’anticorps de détection couplés a une enzyme :
- -1 solution de lavage : PBS- Tween
- -1 solution de substrat de 'enzyme TMB

- -1 micropipette réglée sur 80 pl

- -embouts (dans boite)
- -pot « JAVEL »

- - cristallisoir « POUBELLE »

- -1 feutre

- -1 chronométre
- -1 gabarit de la barrette numéroté et plastifié

Préparation des solutions :

- papier absorbant

Données complémentaires :

La correspondance entre les tubes et les produits de substitutions est donnée dans le tableau ci-dessous.

Autres :

i W BB
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\]}

Solution Solution Solution
Produits Antigéne d’anticorps anti- d'anticorps anti- d'anticorps anti- | Ac de détection Ac PBS Tween Substrat enzyme
modélisés antigene C1 a C6 | antigene T (témoin antigene X 2 TMB
Ac 1 négatif) (inconnu a tester)
Produits de Soude 20 % (a
Agar agar 1 % Soude 20 % Eau distillée choisir dans la Eau distillée Eau distillée Jus de chou rouge

substitution

gamme)
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TP ELISA (produits de substitution)

Pas de décontamination nécessaire car pas de matériel biologique. Les gels peuvent étre jetés dans la poubelle classique.
Le pot « JAVEL » peut étre rempli avec de I'eau car il n’y a pas de produits biologiques.

Préparation gel d'agar : a préparer le jour méme (risque de déshydratation tres fort vu le peu de volume coulé)
Peser 0,5 g d'agar-agar et le diluer dans 50 mL d'eau distillée .

Chauffer jusqu'a ébullition.

Couler rapidement dans les fonds de puits de la barrette en mettant 2 gouttes a I'aide d'une pipette plastique (ou 80 pl).

Préparation de la soude 20 % et de la gamme :peut se preparer la veille
Peser 4 g d'hydroxyde de sodium (NaOH) et diluer dans 20 mL d'eau distillée. On obtient une solution a 5 mol/L.

ATTENTION a faire dans bain marie glacé car la réaction dégage beaucoup de chaleur !
Procéder par dilutions en cascade d'un facteur 1/2 a partir de la solution mére de soude a 20 %
C1 : solution mere a 20 %

C2:7,5mL de C1 + 7,5 mL d'eau distillée

C3:7,5mL de C2 + 7,5 mL d'eau distillée

C4:7,5mL de C3 + 7,5 mL d'eau distillée

C5:7,5mL de C4 + 7,5 mL d'eau distillée

C6:7,5mL de C5 + 7,5 mL d'eau distillée

Préparation du jus de chou rouge : peut se préparer a l'avance et se conserve plusieurs jours au réfrigérateur et plusieurs mois au congélateur.
Découper des feuilles de chou rouge en petits morceaux et les placer dans un cristallisoir avec de I'eau distillée.

Chauffer jusqu'a ébullition et laisser colorer la solution (jusqu'a la couleur souhaitée).

Enlever les morceaux de feuilles ou filtrer pour récupérer la solution.
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