	Mise en situation et recherche à mener

	On souhaite déterminer si un individu est séropositif à la BSA par le test ELISA.

NB : La BSA (sérum albumine bovine) est une protéine présente dans le sérum des bovins et qui injectée chez un être humain,  déclenche une réaction immunitaire.

	Ressources

	Doc 1 : Objectif du test ELISA

La présence d’un antigène dans l’organisme déclenche la production d’anticorps spécifiques de cet antigène. Un individu séropositif à un antigène donné est un individu qui possède des anticorps spécifiques de cet antigène.

Le test ELISA permet de rechercher les anticorps spécifiques d’un antigène donné. Ici on recherchera d’éventuels anticorps anti-BSA.
Doc 2 : Principe de la manipulation

- Fixation de la BSA sur un support (puits d’une barrette de microtitration)
- Dépôt d’une solution contenant éventuellement des anticorps anti-BSA

- Détection des anticorps anti-BSA éventuellement fixés sur la BSA.  Elle est effectuée grâce à des anticorps de détection. Ces anticorps sont spécifiques d'un motif de la partie constante des anticorps anti-BSA : ils se fixent donc sur la partie constante des anticorps anti-BSA (extrémité du bras long du Y). Les anticorps de détection sont associés à une enzyme : la peroxydase.
-Visualisation indirecte de la fixation éventuelle des anticorps anti-BSA : on ajoute le substrat de l’enzyme, le TMB (tétra méthyl benzidine). En présence de peroxydase, le TMB est transformé un produit de couleur bleue.

	Matériel envisageable :

· Une micropipette avec embouts, 

· [image: image2.png]Ac anti-BSA



Barrette contenant des puits tapissés de BSA (fixée au fond des puits)

· Microtubes : 
Solution 1 contenant des anticorps anti-BSA
Solution 2 ne contenant pas d’anticorps anti-BSA
Solution 3 contenant le sérum à tester
Solution 4 contenant des anticorps de détection (anticorps spécifiques de la partie constante des anticorps anti-BSA). Ceux-ci sont associés à une enzyme, la peroxydase.
Solution 5 contenant  le substrat de l’enzyme, le TMB (tétra méthyl benzidine) qui se colore en bleu en présence de peroxydase.


	Etape 1 : Concevoir une stratégie pour résoudre une situation problème (durée maximale : 10 minutes)

	Proposer une démarche d’investigation permettant de déterminer si l'individu (dont vous disposez du sérum ) est séropositif ou non à la BSA.
Appeler l’examinateur pour vérifier votre proposition et obtenir la suite du sujet.

Votre proposition peut s’appuyer sur un document écrit (utiliser les feuilles de brouillon mises à votre disposition) et/ou être faite à l’oral.


Recherche de la séropositivité d’un individu par la méthode du test ELISA
	Etape 2 : Mettre en œuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables

	Mettre en œuvre le protocole fourni en respectant scrupuleusement les étapes, les quantités et les temps d’incubation.
Appeler l’examinateur pour obtenir les résultats.

	Etape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

	Sous la forme de votre choix, traiter les données obtenues pour les communiquer. 

Répondre sur la fiche-réponse candidat, appeler l'examinateur pour vérification de votre production.


	Etape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au problème

	Réaliser des schémas interprétant chacune des étapes du test. 

Pour chaque étape les molécules présentes et leurs relations entre elles seront schématisées en utilisant les figurés disponibles sur la fiche réponse. Le schéma permettra de comprendre les résultats du test.

Exploiter les résultats pour déterminer si l'individu est séropositif ou non à la BSA.
Répondre sur la fiche-réponse candidat.



Fiche réponse – candidat (recto) 

	Établissement :      

                                                                                                                                                                                                                                    Classe :
	Nom :  

                                                                                                                                                                                                                                                         Prénom :

	Étape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

Durant cette étape, appeler l'examinateur pour vérification de votre production


À rendre à l’issue de l’épreuve
Fiche réponse – candidat (verso) 

	Étape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au problème

Figurés à utiliser pour la schématisation:
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Protocole

Rappel matériel :
La barrette dont vous disposez à été préparée avant la séance : la BSA a été fixée et tapisse le fond de chacun des puits.
Vous avez à votre disposition les solutions suivantes :
· Solution 1 contenant des anticorps anti-BSA
· Solution 2 ne contenant pas d’anticorps anti-BSA
· Solution 3 contenant le sérum à tester
· Solution 4 contenant des anticorps de détection (anticorps spécifiques de la partie constante des anticorps anti-BSA). Ceux-ci sont associés à une enzyme, la peroxydase.

· Solution 5 contenant  le substrat de l’enzyme, le TMB (tétra méthyl benzidine) qui se colore en bleu en présence de peroxydase.
· Solution tampon.
Réalisation :
- Prévoir le nombre de puits à utiliser (penser aux témoins)

- Le volume à déposer dans les puits est de 80 μL pour les solutions 1, 2, 3 et 5. 

- Le volume à déposer dans les puits est de 50 μL pour la solution 4. 
- Conditions d'incubation à mettre en œuvre :
	
	Temps d'incubation
	Température d'incubation

	Fixation antigène/anticorps
	15 min
	ambiante

	Fixation anticorps /anticorps de détection
	15 min
	ambiante

	Transformation du TMB en produit coloré
	5 min
	ambiante


NB : Entre chaque dépôt, il faut effectuer quatre lavages des puits à l'aide d'une solution tampon :

 *Lavages : important : ils permettent d’éliminer les molécules non fixées

· remplir les puits de solution tampon.
· vider le contenu de la barrette en la retournant d’un seul mouvement au-dessus de la cuvette de manière à éviter le mélange des produits


[image: image1.png]



· absorber le liquide restant en tamponnant la barrette sur du papier filtre

Renouveler les étapes du lavage quatre fois.
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