 Accompagnement Personnalisé : préparation à l’ECE.

On souhaite rechercher de la séropositivité  (présence d’anticorps dans un sérum) par rapport à un antigène donné (ex : VIH)  par  le test ELISA.                                               
	Activités et déroulement des activités
	Evaluation

	Comprendre et proposer une démarche de résolution

	1) Proposer, en utilisant le matériel à disposition et la fiche document, un principe de protocole expérimental permettant de mettre en évidence la présence d’anticorps dans le sérum
	(3)

	Utiliser des techniques et gérer le poste de travail

	2) Mettre en œuvre le protocole en respectant scrupuleusement les étapes, les quantités, les temps d’incubation et les conditions de stérilité.
	(10)

	Communiquer à l’aide de modes de représentation

	3) Faire un schéma des étapes de la manipulation

	(2)

	Appliquer une démarche explicative

	4) Réaliser, en utilisant les symboles doc 2, des schémas interprétant les résultats  obtenus  avec les solutions 1 et 2.
	(5)


Vous disposez du matériel suivant :

	· une micropipette avec embouts, 

· La barrette dont vous disposez à été préparée avant la séance / la BSA a été fixée et tapisse le fond de chacun 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 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.


Fiche document : 

La présence d’un antigène dans l’organisme déclenche la production d’anticorps spécifique de cet antigène. Un individu contaminé par le VIH par exemple  produit donc des anticorps anti-VIH (il est séropositif). Le test ELISA permet de rechercher ces anticorps anti-VIH mais le VIH est remplacé ici par de la BSA (albumine bovine = protéine) et on recherche d’éventuels anticorps anti-BSA.

Protocole
Principe de la manipulation :

· Fixation de BSA sur un support (puits d’une barrette de microtitration)

· Dépôt d’une solution pouvant contenir des anticorps anti-BSA

· Détection des anticorps anti-BSA qui se sont fixés sur la BSA si la solution en contient. Elle est effectuée grâce à des anticorps de détection, anticorps spécifiques des anticorps anti-BSA. Ceux-ci sont associés à une enzyme, la peroxydase

· Visualisation de la fixation éventuelle des anticorps anti-BSA en ajoutant le substrat de l’enzyme, le TMB (tétra méthyl benzidine) qui se colore en bleu en présence de peroxydase.

Réalisation
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 trois solutions

· Solution 1 contenant des anticorps anti-BSA
· Solution 2 ne contenant pas d’anticorps anti-BSA
· Solution 3 contenant le sérum à tester
1. Dépôts des solutions d’anticorps

A l’aide d’une micropipette, déposez 8O μL de chaque solution dans le puits correspondant. Laisser agir 15 minutes à température ambiante. Vider ensuite les puits en retournant la barrette  et laver 4 fois avec la solution tampon. Pour cela, remplir totalement les puits de tampon puis vider par retournement.
2. Dépôts des anticorps de détection 

A l’aide d’une micropipette, déposer 80μL de la solution d’anticorps de détection dans tous les puits.
Laisser agir 15 minutes à température ambiante. Vider ensuite les puits et laver 4 fois avec la solution tampon.

3. Révélation des anticorps
A l’aide d’une micropipette, déposer 80μL de la solution de TMB dans tous les puits. Laisser agir 5 minutes à température ambiante.
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Document 2 :   
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