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Ce test repose donc sur l'utilisation d'une enzyme pour déceler les complexes immuns



Enzyme Origine Substrats Lecture
Peroxydase Raifort - OPD (Ortho-phénylenediamine), mutagene
(radis noir) | - ABTS (2,2, azinodi(3-éthyl) benzothiazolingi-6-
sulfonique acide) Spectrophotométrie
- TMB (3,3'5,9' ~tétraméthylbenzidine)
- Acide para-hydroxyphény! propionique Fluorimétrie
- Luciféring Chimieluminescence
Phosphatase alcaline | E. coli - Para-nitrophénylphosphate Spectrophotométrie
Muqueuse du | - Phosphate de 4-méthylombelliférone Fluorimétrie
tube digestif
du veau
p-galactosidase E. col - Orthonitrophényl-p-D galactopyranoside Spectrophotométrie
(ONPG)
- 4-méthylombellféryl-pD-galactoside Fluorimetrie
Glucose 6-phosphate | Leuconostroc | - Luminol en présence de NAD Chimieluninescence
déshydrogénase mesenteroides | - Glucose 6-phosphate en présence de NAD | Spectrophotomeétrie




Les différents types d'ELISA (variantes)

- Phase homogene

- Phase hétérogene

- ELISA direct
- ELISA indirect

- ELISA Sandwich
- ELISA par compétition



Les ELISA en phase homogéne

Antigene absent de I'échantillon
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Antigéne présent dans |'échantillon
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Les ELISA en phase hétérogéne
ELISA direct

Anticorps marqué Antigene marqué
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ELISA indirect
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Recherche d'anticorps dans le plasma



Les ELISA en phase hétérogéne
ELISA sandwich

Sandwich (direct)
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Double Sandwich (indirect)
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Les ELISA en phase hétérogéne
ELISA par compétition

Compétition au niveau de |'anticorps S
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). Anticorps a doser ‘)& cli

Compétition au niveau de |'antigéne
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Antigéne a doser




Applications :

Les techniques ELISA sont trés utilisées en :

recherche fondamentale et appliquée
(reconnaissance des épitopes protéiques,
des haptenes)

» analyse médicale, pour le dosage de
nombreuses substances (Ag, Ac, hormones,

marqueurs tumoraux, médicaments,
cytokines, hormones) - HIV Ag, HIV Ac



Exemple en détails:

Nous allons détecter la présence d'anticorps anti-
BSA (Bovine sérum albumine) dans le sérum d'un
lapin.
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La premiere étape : le
« cotting » consiste a
tapisser le fond des puits
avec la BSA (par effet
électrostatique)




La seconde
étape consiste
a mettre le
sérum a tester
dans les puits
préalablement
saturé
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Si 'organisme est
«immunisé», sérum
possede des anticorps
anti-BSA
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Si 'organisme est
«immunisé», sérum
possede des anticorps
anti-BSA
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Ces anticorps anti-BSA

viennent se fixer sur la

BSA qui tapisse le fond
du puits.
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/On vide ensuite le puits\
d'un geste rapide.
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Puis le puits est lave
avec une solution
tampon tween pour
enlever les quelques
anticorps non fixés.
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On met alors les
seconds anticorps
de détection qui se
fixent aux anticorps
anti-BSA.
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Ces anticorps de
deétection se fixent
aux anticorps anti-

BSA.
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Le puits est vide et
lavé deux fois avec le
tampon tween

-




N/

A4

A\AV4

-

Le puits est vide et
lavé deux fois avec le
tampon tween
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Le substrat se colore
en bleu en présence
de I'enzyme
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/La coloration bleue indique donc Ia\
présence d’anticorps anti BSA.
L'intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration
d’anticorps anti-BSA ; cette

methode permet donc un dosage

K par Colorimiie/_/




ELISA INDIRECT DETECTION D'Ac

3éme étape
substrat de I'enzyme

2 éme étape

Ac anti Ac Enzyme
(anti-igM, IgG, IgA)

marqués avec une enzyme

1 ére étape

Milieu biologique
avec Ac a doser

Ag fixés ,

sur la plaque

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées



ELISA indirect avec capture de |'Ag sous forme
liquide par le systéme avidine-biotine

3éme étape
substrat de I'enzyme

2 eme etape

Ac anti Ac
(anti-IgM, IgG, IgA?, Enzyme
marqués avec une enzyme

1 ére étape
Incubation dans le puits
du milieu biologique

avec Ac a doser
et de I'Ag biotinylé ‘
Ag
Biotine i

Avidine fixée
sur la plaque (commun a tous les Ag)

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées



TECHNIQUE SANDWICH DETECTION D'Ag

3 éme étape
substrat
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2 éme étape

Ac antiAg a doser
et marqué

par une enzyme

1 ere étape
Ag a doser
dans le mlllou
biologique

Ac anti-Ag
fixés sur la plaque

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées



ELISA par compétition. Utilisation d'un Ag conjugué a une enzyme

i

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées

2 éme étape
substrat

1 ere étape
Incubation de I'Ag marque
en présence ou en I'absence
d'une quantité inconnue
d'Ag a doser. Compétition
entre Ag marqué et a doser
pour la fixation sur I'Ac.
Plus d'Ag a doser,

moins d'Ag marqué sur I'Ac Ac anti-Ag

fixé surla
plaque




Dosage d'Ag, ELISA compétition avec I'Ag immobilisé

0 Complexe Ag a dosee-Ac
éliminés par lavages

2éme étape
substrat de I'enzyme

1 ére étape

Incubation de I'Ac marqués

en présence ou en l'absence

d'une quantité d'Ag inconnue.
Compétition entre I'Ag fixé et

I'Ag a doser pour la fixation

sur I'Ac marqué. L'Ag a doser

fixé sur les Ac est éliminé par lavages.
Plus d'Ag a doser, plus de complexes
Ag a doser-Ac éliminés par lavage,
moins d'Ac marqué sur I'Ag fixé

plus le signal sera faible.

Ag fixés sur la plaque, identique a I'Ag a doser

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées



ELISA COMPETITION DETECTION D'Ac

2éme étape
substrat de I'enzyme
me
1 ére étape 0|zy
Incubation de I'Ac marqués

en présence ou en l'absence
d'une quantité d'Ac inconnue
de méme spécificité pour I'Ag.

Compétition entre I'Ac a doser
et I'Ac marqué pour la fixation
sur I'Ag fixe.

Plus d'Ac a doser,

moins d'Ac marqué se fixe
plus le signal sera faible.

Ac a doser

Ag fixés sur la plaque

Chaque étape est précédée de lavages qui éliminent les molécules non fixées



...automatisation






