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Introduction

L'utilisation du test immuno-enzymatique (ELISA de l'anglais enzyme-linked immunosorbent assay) pour la
détection de protéines (antigénes ou anticorps) est I'un des outils les plus facilement disponibles dans le monde. Ce
test est couramment utilisé pour la surveillance et le suivi des maladies, ainsi que comme outil de diagnostic. Il est
essentiel de comprendre comment il fonctionne, ce qu'il détecte et ses avantages ou inconvénients lors de
I'interprétation des résultats.

Les tests ELISA sont congus pour la détection d'antigénes ou d'anticorps pour des bactéries ou des virus. Les
antigenes sont des protéines étrangeres a l'organisme qui stimulent la production d'anticorps (antigéne signifie
geénérateur d'anticorps en anglais - antigen generator). Lorsque 1'on pense aux anticorps, 1l faut garder a 1'esprit qu'ils
sont toujours dirigeés contre des protéines. Lors de la conception du test, le fabricant, ou le laboratoire, décide de la ou
des protéines specifiques qui seront ciblées. Si le test ELISA cible directement une protéine de la bactérie ou du
virus, 1l s'agit d'un test ELISA antigene, tandis que si la cible est la réponse en anticorps de I'animal a la bactérie ou
au virus, 1l s'agit d'un test ELISA anticorps. Bien qu'il existe des tests ELISA congus pour cibler une ou deux
protéines seulement (anticorps ou antigenes), de nombreux tests ELISA ciblent un grand nombre de protéines. Les
tests peuvent ¢galement €tre congus pour détecter un type specifique de réponse anticorps (IgG, IgM ou IgA) ou une
combinaison de ceux-ci. Chacun de ces types d'anticorps a des fonctions spécifiques qui dépassent le cadre de cet
article.
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Le concept et le processus de détection des anticorps ou des antigenes par ELISA sont exactement les mémes. Cela
commence par I'obtention de la protéine cible (antigéne ou anticorps). Pour les protéines individuelles, un processus
distinct est nécessaire pour obtenir une concentration purifiée de cette protéine particuliere. Identifier la ou les
protéines a cibler est un processus complexe et scientifique. Idéalement, le test cible une seule protéine qui est
unique a l'agent pathogene d'intérét (ne réagit pas de manicre croiseée avec d'autres agents pathogenes), hautement
immunogene (pour la détection d'anticorps) ou présente en fortes concentrations (pour la détection d'antigenes) ; il
cible une protéine dont on sait qu'elle est fortement corrélée a la protection contre la maladie et qui sera toujours
présente. Malheureusement, la plupart de ces criteres sont inconnus et on utilise soit une seule protéine, qui peut étre
produite et facilement trouvée dans 1'échantillon, soit un mélange de plusieurs protéines (virus ou bactéries enticres).
Bien que 1'utilisation de virus ou de bactéries entieres puisse étre facile, ils sont plus susceptibles de réagir de
maniere croisée avec d'autres agents pathogenes.
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Dans un dosage ELISA direct, I'antigene est lié au fond du puits Dans un test ELISA indirect, I'antigene est lié au fond du puits de

de la microplaque, puis il est lié par un anticorps qui lui est la microplaque, puis un anticorps spécifique a I'antigéne est

spécifique et également conjugué a une enzyme ou a une autre ajouté. Un anticorps secondaire, conjugué a une enzyme ou a

molécule qui permet la détection. une autre molécule de détection est ensuite lié au premier
anticorps.

https://fr.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa



Configurer un protocole en point
final ELISA
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sample , _
Etape 1 : Capturer I’anticorps fixe
| Antibody Wash aux puits de la plaque ELISA.
binds o well binds to well ol Sk ¢°‘° microplate
Y L Etape 2: Ajouter ’échantillon dans
& 2 le puits : I’antigéne présent dans
X . I’échantillon se fixe a I’anticorps de
capture.
*Microplates Etape 3: Laver la microplaque : le
e matériau non lié est ¢liminé, ne

laissant que 1’antigene d’intérét.

https://fr.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa



Add detection Add Etape 4: Ajouter D’anticorps de détection

antibody substrate I’anticorps de détection conjugué a une enzyme
Wash se lie a un second site sur 1’antigene d’intéret.
A A A microplate A
X Y Etape 5: Laver la microplaque : les anticorps
® A ® non liés sont ¢limines, ne laissant que les
X anticorps specifiques a la cible d’intérét.
Etape 6: Ajouter le substrat : le substrat est
o e converti par 1’enzyme sur [D’anticorps de

detection, entrainant un changement de couleur.

https://fr.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa
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Etape 6: Ajouter le substrat : le substrat est
converti par I1’enzyme sur 1’anticorps de
detection, entrainant un changement de couleur.

Etape 7: Lire la plaque : le lecteur de
microplaques détecte la réaction colorée et
indique les valeurs de densité optique (DO).

Etape 8: Calculer les résultats : la quantité
d’antigene est calculée et analysee dans chaque
¢chantillon.

https://fr.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa
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Test ELISA direct ou indirect ?
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2- ELISA indirect (Sandwzch)
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. Les puits sont 2 L'échantillon est ‘anticorps de .4 La détection
m préalablement ‘2, ajoute et |aﬂalytey détection * indirecte et la
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Alejandro Ramirez J" XRONpS (AP/HRP)



Paramétrer un test ELISA et
réaliser une analyse de base
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Il existe de légeres variations dans ce processus selon qu'il s'agit d'un test ELISA direct, indirect ou sandwich ;
chaque type a ses avantages et ses inconvénients mais, au final, tous donnent les mémes résultats : plus
I'absorbance, ou le changement de couleur, est élevée, plus la concentration attendue de I'antigene ou de I'anticorps
cible dans I'échantillon testé est importante.



Le test ELISA peut étre présenté sous différents formats en fonction des différences dimmobilisation des
antigenes et de marquage des anticorps. Dans le test ELISA direct, les antigenes du virus liés a une phase solide
en plastique sont détectés par l'ajout d'un anticorps conjugué. Dans le test ELISA sandwich, I'anticorps de capture
se lie a la phase solide en plastique. Les antigenes de I'échantillon se lient a I'anticorps de capture et sont ensuite
détectés par un second anticorps marqué par une enzyme. Dans le test ELISA compétition, I'antigene viral de
I'échantillon est pré-incubé avec l'anticorps primaire, puis ajouté a un puits recouvert d'un anticorps secondaire
avec un antigene conjugué a une enzyme qui entre en compétition avec l'antigene de I'échantillon pour se lier a
I'anticorps primaire. Plus I'antigéne viral est présent dans |'échantillon, moins I'antigéne conjugué se fixera et plus
le signal sera faible. Source : Adapté de Ghaffari et al. 2020.

Absorption

0 _) Niveau d'antigéne ou d'anticorps
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