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BACCALAUREAT TECHNOLOGIQUE

Série : Sciences et Technologies de Laboratoire

Spécialités :
- Biotechnologies
- Sciences physiques et chimiques en laboratoire

SESSION 2019

Sous-épreuve écrite de
Chimie — biochimie — sciences du vivant

Coefficient de cette sous-épreuve : 4

Ce sujet est prévu pour étre traité en deux heures.

Les sujets de CBSV et de spécialité seront traités
sur des copies séparées.

L'usage de tout modéle de calculatrice, avec ou sans mode examen, est autorisé.

Ce sujet comporte 9 pages.

Partie1: pages2 a5
Partie 2 : pages 6 a9

Les 2 parties sont indépendantes.
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Un espoir thérapeutique pour les patients atteints
d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (EBJ)

Partie 1 : Laminine et intégrité de la peau (8 points)

L’épidermolyse bulleuse (EB) est une maladie génétique rare qui se manifeste par des
décollements de la peau sous la forme de “bulles” ou de cloques entre I'épiderme et le
derme. L'épidermolyse bulleuse jonctionnelle (EBJ) est la forme la moins commune des
EB, associée fréquemment a une mortalité précoce. La maladie apparait généralement a
la naissance. Une des formes d’EBJ est causée par une mutation au sein du géne lamb3
codant pour une protéine : la laminine 5.

L’objectif de cette partie est d’étudier les structures tissulaires et moléculaires
affectées dans I’EBJ.

Etude de la peau

La peau est un organe qui recouvre entiérement le corps. Elle est formée de deux types
de tissus distincts, I'épiderme et le derme, solidement associés I'un a I'autre. L’épiderme
se compose de plusieurs couches distinctes. La couche cornée essentiellement constituée
de cellules anucléées est la plus superficielle. Au-dessous, on trouve un épithélium
pavimenteux pluristratifié kératinisé reposant sur une lame basale. Le derme sous-jacent
est un tissu conjonctif.

Le document A présente une micrographie d’'une coupe histologique de peau humaine.

1.1.  Reporter sur la copie, les lettres a a d du document et nommer les structures
gu’elles désignent.

1.2.  Donner un argument pour déterminer, en le justifiant, le type de microscope utilisé
pour obtenir cette micrographie.

La laminine : une protéine d’adhésion derme/épiderme

La laminine est une protéine d’ancrage localisée dans la lame basale. Elle est essentielle
a 'adhésion des cellules épithéliales de I'épiderme sur cette lame basale. Cette protéine
est constituée de 3 sous-unités : a (alpha), B (béta) et y (gamma).

Le document B présente I'organisation structurale de la laminine.

1.3. A Tlaide du document B (a) et des informations données ci-dessus, identifier le
niveau d’organisation structurale de la protéine. Argumenter la réponse.

1.4. Nommer sur la copie les structures secondaires qui se rapportent aux chiffres 1 et 2
du document B (b).
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Le document C présente la formule de deux des vingt monomeres constituant les
protéines humaines.

1.5. Préciser le nom général des monomeres des protéines.

1.6. Identifier la représentation utilisée ici pour chacune de ces molécules : Cram,
Fischer ou Haworth.

1.7.  Parmiles atomes de carbone numérotés de 1 a 4 du document C, indiquer sur la
copie le(les) numéro(s) du(des) atome(s) de carbone asymétrique(s).

1.8. Recopier sur la copie la molécule de glycine. Localiser et nommer les fonctions
chimiques présentes dans cette molécule.

La synthése des protéines nécessite la présence de monomeéres au niveau du
cytoplasme. La glutamine est un monomere non essentiel car elle est produite a partir de
I'acide glutamique.

Le document D présente la voie métabolique de biosynthése de la glutamine a partir de
I'acide glutamique (glutamate). Cette réaction, catalysée par la glutamine synthétase,
résulte du couplage énergétique des réactions (1) et (2).

1.9. Ecrire la relation permettant de calculer I'enthalpie libre standard (A,G°’7) de la
réaction globale a partir des enthalpies libres standard des réactions (1) et (2).

1.10. Préciser le signe des enthalpies libres standard des réactions (1) et (2). Expliquer
l'intérét du couplage des réactions 1 et 2.
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Document A : coupe de peau humaine saine

Micrographie d’'une coupe histologique
colorée (hématoxyline-éosine) de peau
humaine saine (x1000)

Source : commons.wikimedia.org

Document B : organisation structurale de la laminine

a- Représentation schématique de b- Détail : modélisation 3D d’un
I'organisation de la laminine domaine de la chaine y
o

Source : wikimedia.org Source : Sinz et coll. 2014
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Document C : exemple de monomeéres constituant les protéines

,COOH oo
4
H2N 2 H H \“‘“7(:\ NH2
H 3
HOOC-H,C-H,C
glycine acide glutamique

Document D : réactions de biosynthése de la glutamine catalysées par la glutamine
synthétase

Enthalpie libre standard de
Réactions réaction dans les conditions
biologiques
(pH=7,0et T=310K)
Rérzl;:;cion glutamate + ATP - glutamyl 5-phosphate + ADP AG®, exergonique
Ré:z;;[ion glutamyl 5-phosphate + NH,* - glutamine + Pi + H* AG®, endergonique
Equation . : 4
g(?obale glutamate + NHs* + ATP - glutamine + ADP + Pi + H AG7< 0 kJ-mol”

Source : Lehninger, Principes de biochimie
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Partie 2 : Origine et traitement de I’épidermolyse bulleuse jonctionnelle :
(12 points)

En février 2016, I'équipe du professeur De Luca a réussi une régénération épidermique
chez un enfant de 7 ans atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (EBJ), alors que son
pronostic vital était engagé. Aprés avoir regu une greffe de peau transgénique sur tout le
corps, le patient a retrouvé une peau normale un an apres l'intervention.

Ce patient portait une mutation du gene lamb3 codant pour la laminine 5. Le géne lamb3
est localisé sur le bras court du chromosome 1.

L’objectif de cette partie est de comprendre I'intérét de la thérapie génique ex vivo
dans le cas d’une autogreffe de peau chez un enfant atteint d’EBJ.

Transmission et origine génétique de 'EBJ

2.1. A partir des données précédentes, présenter I'argument permettant d’affirmer
que la transmission de la maladie est autosomique.

Le document E illustre un arbre généalogique d’'une famille présentant la maladie.

2.2. Déterminer, en argumentant la réponse, si I'alléle responsable de la maladie est
dominant ou récessif.

Les individus 111.2 de phénotype [malade] et 111.3 de génotype hétérozygote attendent un
enfant dont le sexe et le phénotype sont inconnus.

2.3. Déterminer la probabilité que cet enfant soit atteint d’EBJ.

2.4. Formuler une hypothése sur la conséquence de la mutation du gene lamb3 sur la
structure et la fonction de la laminine 5.

Greffe de peau : approche historique

Peter Brian Medawar a recu le prix Nobel de médecine en 1953 pour ses travaux sur les
greffes de tissus, ayant permis une avancée majeure des connaissances du systéme
immunitaire. Ces découvertes fondamentales ont conduit au développement des
transplantations d'organes, dont les greffes de peau.

Le document F résume les premiéeres approches expérimentales de P.B. Medawar.

2.5. Comparer les expériences 1 et 2 et en déduire une premiére propriété du
systéme immunitaire.

2.6. Comparer les expériences 2 et 3 et en déduire une deuxiéme propriété du
systéme immunitaire.

2.7. Conclure sur l'intérét d’'une autogreffe par rapport a une allogreffe.
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Autogreffe de peau transgénique : une thérapie prometteuse pour '’EBJ

A partir de 4 cm? de peau encore intacte prélevée chez I'enfant atteint ’EBJ, I'équipe du
professeur De Luca a pu restaurer plus de 80 % de son épiderme. Le principe de cette
approche thérapeutique consiste a transformer génétiquement les cellules souches
contenues dans ce prélevement en y intégrant la version non mutée du géne lamb3. Ces
cellules souches génétiquement modifiées sont ensuite cultivées en laboratoire pour
obtenir la plus grande quantité possible de peau transgénique. Cette peau sera greffée sur
I'enfant atteint I’EBJ.

Le document G présente le principe de cette thérapie génique ex vivo.

2.8. Justifier 'emploi d’un vecteur dans 'étape 2 de cette thérapie génique.

Les cellules souches ainsi génétiquement modifiées vont se diviser, permettant la
synthése d’'une peau transgénique ayant les mémes caractéristiques qu’une peau saine.

2.9. Proposer une cause possible de I'échec de cette thérapie génique.

Suivi du traitement

Hirsch et De Luca ont évalué l'efficacité de cette thérapie génique ex vivo par une
technique d'immunofluorescence. La technique mise en ceuvre par ces chercheurs repose
sur l'utilisation d’anticorps anti-laminine 5 conjugués a un fluorochrome. Ces anticorps
anti-laminine 5 forment des complexes immuns uniquement avec la laminine 5 synthétisée
a partir de l'allele lamb3 non muté.

Le document H présente un extrait des résultats obtenus par I'équipe du professeur De
Luca.

2.10. Analyser le document et conclure sur I'efficacité de la thérapie.
Synthése

2.11. Rédiger une courte synthése sur I'épidermolyse bulleuse jonctionnelle de son
origine jusqu’a son traitement par thérapie génique.
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Document E : arbre généalogique d’une famille dans laquelle un membre est atteint

d’EBJ

I 1 2.

I 1 '@
10| 1 Q@ .
I\Y% 1‘11 ? .

Homme non atteint d'EBJ

Q Femme non atteinte d’EBJ

. Femme atteinte d’EBJ

, Enfant a naitre de sexe
o . inconnu et de
. .-~ phénotype inconnu

Document F : approche expérimentale des greffes de peau

Donnée : Les trois lignées de souris A, B et C sont génétiquement différentes.

Expérience de greffe de peau Souris donneuse Souris Résultats
receveuse
Exp 1 Autogreffe Souris A Souris A Absence de rejet
Rejet de la greffe
Exp 2 Premiére greffe Souris B Souris C 10 jours apreés la greffe
Allogreffe
‘:’erﬁz?sdg giréesffltz, Rejet de la greffe
Exp 3 'S ap Souris B Souris C 4 jours apreés la
premiére greffe
seconde greffe

19CBTLPO1
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Document G : transplantation de peau par thérapie génique

Peau
altérée

S—

Peau
intacte

ey

Vecteur viral - Grae lamh: e s

d'origine b gre ge
Géne lamb3 e non |
fonctionnel fonctionnel

Cellule souche de la peau —

Cellules de peau <

transgénique

Géne lamb3

Peau saine

1. De la peau
intacte est prélevée

2. L’alléle non muté est inséré

3. La peau
transgénique est mise
en culture

4. La nouvelle peau
est greffée

Jour 0 : une biopsie
de 4 cm? de peau
non-altérée est
prélevée en haut de
la jambe du garcon.

Jour 8 : les cellules souches ont
été mises en culture. Un vecteur
viral y est ajouté pour transférer
une copie fonctionnelle de I'alléle
lamb3 non muté.

Jour 16 : l'insertion de
I'allele lamb3 non muté
dans le génome des
cellules souches est un
succes. La production
des feuillets d’épiderme
débute.

Jour 26 : 4 feuillets
de 8000 cm? de peau
transgénique sont
transférés a I'hopital
pour les greffer sur le
corps du garcgon.

d’aprés Science et Vie, Janvier 2018, N°1204 d’aprés Nature, 2017 Hirsch et coll.

Document H : résultats du marquage par immunofluorescence avant et aprés
transplantation (greffe) de peau transgénique par I’équipe de De Luca et Hirsch.

Micrographies photoniques a fluorescence de 3 coupes de peau (7 um).

PEAU SAINE

PEAU MALADE

AVANT GREFFE
chez I’enfant

APRES GREFFE
chez I’enfant

Epiderme

Epiderme

Epiderme

Données :

Source

Le fluorochrome des Ac anti-laminine apparait en blanc sur le document.
Les noyaux des cellules épithéliales et de certaines cellules du derme apparaissent en gris.

19CBTLPO1
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POLLUTION ET INTOXICATION A LA CIGUATOXINE D’UN LAGON

En zone tropicale, un lagon est une étendue d’eau, fermée au large du littoral par une barriére
corallienne. C’est un écosystéme fragile, soumis a des pollutions liées au rejet des eaux usées
domestiques et agricoles, en particulier lorsque les réseaux d’épuration sont saturés lors des
tempétes tropicales.

Les risques sanitaires pour les habitants sont de deux ordres :

- contamination de I'eau du lagon en bactéries fécales dans des proportions qui rendent le
lagon impropre a la baignade ;

- eutrophisation du lagon : colonisation des coraux par une micro-algue, Gambierdiscus
toxicus, suite a un excés de nitrates et de phosphates. Cette micro-algue produit une toxine,
la ciguatoxine, qui est ingérée par les poissons du récif corallien.

La consommation de poissons contenant des concentrations élevées de ciguatoxine entraine
la ciguatera, une intoxication alimentaire se manifestant par des troubles intestinaux et
nerveux. Cette toxine est trés nocive car on considére qu’'un microgramme ingéré peut étre
mortel pour I'étre humain. Les normes imposent que les poissons destinés a la consommation
contiennent un taux de ciguatoxine inférieur a 0,17 pg pour 100 g de poisson.

Les autorités sanitaires contrélent deux paramétres :

- l'absence de contamination fécale afin d’autoriser ou non la baignade ;

- le dosage de ciguatoxine afin d’autoriser ou non la consommation des poissons péchés dans
le lagon.
Deux méthodes sont successivement utilisées :

a. la micro-algue Gambierdiscus toxicus est recherchée sur le corail, par PCR ;

b. en cas de résultat positif, on suspecte la présence de ciguatoxine dans le poisson. Cette
toxine est alors dosée dans le poisson par une technique immuno-enzymatique.

1. RECHERCHE D’UNE CONTAMINATION FECALE DANS L’EAU DU LAGON

Un laboratoire d’analyse est mandaté par la collectivité territoriale pour attester la qualité de I'eau de
baignade.

Un dénombrement des entérocoques est notamment effectué dans I'eau du lagon. Les prélevements
sont réalisés dans des flacons stériles et les échantillons doivent étre transportés et stockés a 4 °C
avant analyse.

Q1. Expliquer, au regard de la nécessité de la fiabilité de 'analyse, les précautions présentées en gras
dans le texte.

Les entérocoques intestinaux sont dénombrés par filtration sur membrane de 100 mL d’eau du lagon,
selon la norme ISO 7899-2.

Les criteres microbiologiques pour le classement des eaux de baignade sont présentés dans le
document 1.

Le document 2 présente le principe du dénombrement par filtration sur membrane.

La membrane de filtration est dans un premier temps déposée sur un milieu de Slanetz et Bartley.

Le document 3 est un extrait de la fiche technique de ce milieu.

Q2. Argumenter le choix d’'une membrane de filtration dont la taille des pores est de 0,45 pm.

Apreés incubation, on dénombre 23 colonies présentant une coloration rouge sur le milieu de Slanetz et
Bartley. On présume qu’il s’agit d’entérocoques.

Q3. Argumenter, a partir de la composition du milieu, le caractére mis en évidence a la coloration Gram
des bactéries recherchées.
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Pour confirmer la présence d’entérocoques intestinaux, la membrane est transférée sans la retourner
sur un milieu BEA. Aprés incubation du milieu BEA, 16 des 23 colonies présentent un halo noir autour
des colonies.

Le document 4 présente un extrait de la fiche technique de ce milieu.

Q4. Représenter par un logigramme la succession des étapes, depuis le prélévement de I'eau jusqu’a la
lecture finale, en intégrant les conditions de culture.

Q5. Déterminer le nombre d’'UFC d’entérocoques intestinaux pour 100 mL d’eau du lagon et conclure
sur la qualité microbiologique de I'eau du lagon.
2. DETECTION DE LA MICRO-ALGUE ET DE SA TOXINE
Afin de détecter la micro-algue Gambierdiscus toxicus responsable de la production de la ciguatoxine,
les analyses suivantes sont réalisées :

= recherche de Gambierdiscus toxicus dans deux échantillons de corail ;

= dosage de la ciguatoxine dans un échantillon de poisson.

2.1. Recherche de Gambierdiscus toxicus dans des échantillons de corail
La mise en évidence de Gambierdiscus toxicus dans un échantillon de corail s’effectue par PCR
(Polymerase Chain Reaction).
Dans un premier temps, deux échantillons de corail sont prélevés (corail n°1 et corail n°2) et une
extraction d’ADN est réalisée sur chaque échantillon. On obtient ainsi des échantillons d’ADN utilisables
pour la PCR dont le principe et les amorces sont présentés dans le document 5.

Q6. Calculer les températures d’hybridation de chacune des amorces choisies.

Q7. Vérifier que ces deux amorces forment un couple utilisable pour la détection de Gambierdiscus
foxicus par PCR.

Q8. Associer les 3 étapes de la PCR aux températures utilisées au cours du cycle.

Le document 6 présente les produits de la PCR aprés migration lors d’'une électrophorése sur gel
d’agarose.

Q9. Argumenter le sens de migration des fragments d’ADN.
Q10. Expliquer I'intérét des témoins positif et négatif.

Q11. Analyser 'ensemble de I'électrophorégramme puis conclure sur la présence ou non de
Gambierdiscus toxicus dans chaque échantillon de corail.
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2.2. Dosage de la ciguatoxine dans un échantillon de poisson
Gambierdiscus toxicus produit la ciguatoxine (CTX1B) qui est dosée par technique immuno-enzymatique
ELISA dans la chair de poisson du lagon.
Pour effectuer ce dosage, un filtrat a partir de la chair de poisson est réalisé selon le protocole décrit
dans le document 7.
La technique immuno-enzymatique ELISA est présentée dans le document 8.
Q12. Reéaliser un schéma de I'édifice moléculaire présent dans une cupule positive.

Le document 9 présente les résultats obtenus.

Q13. Déterminer, en utilisant 'équation de la droite obtenue, la concentration de ciguatoxine dans le
filtrat de poisson non dilué en ug-L™.

Q14. Calculer la masse de toxine présente dans 100 g de poisson et conclure sur la possibilité de
consommer le poisson.

SYNTHESE

Q15. Rédiger un bilan des analyses réalisées. Proposer un tableau d’affichage indiquant les
recommandations a I'usage des habitants du littoral.
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DOCUMENT 1 : critéres microbiologiques pour le classement des eaux de baignade.

Extrait de la directive 2006/7/CE

Qualité de ’eau

Entérocoques intestinaux
UFC pour 100 mL

Excellente qualité

<100

Qualité suffisante

>100 et < 370

Qualité insuffisante

> 370

DOCUMENT 2 : technique de filtration sur membrane.

- Placer 'ensemble de l'installation en zone stérile.
- Manipuler stérilement le support filtre.

- Placer la membrane au centre du support filtre (quadrillage vers le haut).

- Installer le godet sur le support filtre.

- Verser quelques mL d’eau stérile pour assurer I'étanchéité du systeme.
- Verser 100 mL d’eau a tester et faire le vide pour faire passer le liquide.
- Rincer ensuite les bords du godet avec 20 a 30 mL d’eau stérile, filtrer.

- Retirer la membrane avec une pince stérile et poser la membrane sur le milieu gélosé (quadrillage vers

le haut).

- Aprés incubation, compter les colonies directement sur le filtre.

1 : eau a analyser dans le godet ;

1> 4:{::.
2 — == —

2 : membrane de filtration quadrillée (pores de diamétre 0,45 um) ;

3 : incubation aprés dépdbt sur le milieu gélosé.

19BIOPO1
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DOCUMENT 3 : extrait de la fiche technique du milieu de Slanetz et Bartley (Biokar
Diagnostics).

La gélose de Slanetz et Bartley est un milieu sélectif utilisé pour le dénombrement, par la technique de
filtration sur membrane, des entérocoques totaux dans les eaux d’alimentation, les boissons, les eaux
usées et divers produits biologiques d’origine animale,.

PRINCIPE :

- l'azide de sodium permet d’inhiber la croissance des micro-organismes a Gram négatif ;
- le TTC est un indicateur de la croissance bactérienne. Il est réduit en formazan insoluble a l'intérieur
de la cellule. Cette réaction se manifeste par I'apparition de colonies de couleur rouge a marron.

MODE D’EMPLOI :

- filtrer stérilement sur membrane un volume déterminé de I'échantillon a tester,
- déposer la membrane a la surface de la gélose,
- incuber a (36 + 2) °C pendant (44 £ 4) h.

LECTURE :

Les colonies qui se développent présentent une coloration rouge a marron et doivent étre considérées
comme des entérocoques. Procéder a la confirmation des colonies typiques en utilisant une gélose BEA.

FORMULE - TYPE du milieu complet

Pour 1 litre de milieu :

= TIYPIOSE e 200g
- Extrait autolytique de levure.............oceeiiiiiiiicce e, 509
€1 [V ToTo 1= TP TR 20g
- Phosphate dipotassique............ccccoeeiiiii 409
- AZide de SOIUM ... e e 0449
- Chlorure de 2,3,5 triphényltétrazolium (TTC)..........ccceeeeeeeeennnn. 0,1g
- Agar agar bactériologique...........cccccevviiiiiii 10,0¢

pH du milieu prét-a-I'emploia 25 °C : 7,2 £ 0,2.

19BIOPO1 Page : 6/11



DOCUMENT 4 : extrait de la fiche technique du milieu BEA (Biokar Diagnostics).

La gélose BEA est un milieu sélectif utilisé pour le dénombrement des entérocoques intestinaux dans les
eaux.

Elle est décrite dans la norme NF EN ISO 7899-2 comme étant un « milieu de confirmation des
entérocoques intestinaux dans les eaux ».

PRINCIPE :

- I'azide de sodium provoque l'inhibition des bactéries contaminantes a Gram négatif ;

- la bile de bceuf empéche la croissance des bactéries a Gram positif, autres que les entérocoques ;

- les entérocoques intestinaux hydrolysent I'esculine en glucose et en esculétine. Ce dernier composé
forme un complexe noir en présence des ions ferriques apportés par le citrate de fer.

LECTURE

Les entérocoques intestinaux se présentent sous forme de petites colonies translucides entourées d’'un
halo noir.

Confirmation des entérocoques intestinaux dans les eaux suivant la méthode par filtration sur
membrane :

S’il y a des colonies typiques sur les membranes utilisées pour le dénombrement de la gélose de
Slanetz et Bartley, transférer ces membranes avec les colonies sur des boites de milieu BEA préchauffé
a 44 °C. Incuber a (44 £ 0,5) °C pendant 2 heures. Toutes les colonies entourées d’un halo noir sont
considérées comme positives. Les compter comme entérocoques intestinaux.

FORMULE - TYPE DU MILIEU BEA

Pour 1 litre de milieu :

B TIYPIONE. .. ————————— 17,00 g
=  Peptone pepsique de viande ........cccoooeviiiiiiiiiii 3,009
= Extrait autolytique de levure............cccvveiiiiiiiiiii 500¢
= Bile de boeuf bactériologique ............cccuviiiiiiiiiiiii 10,00 g
B ChIorure de SOQIUM.......veee e 5,00¢g
L =T o0 | 115 [T 1,00 g
= Citrate ferriqgue ammoniacal..............ccccooeeiiiiiiiiiiiiinee, 0,504¢g
LI V4 To [<Xo (=31 Yo [ 18] o o TR 0,15¢
= Agar agar bactériologique.........cooeeiiiiiii i, 13,00 g

pH du milieu prét-a-I'emploia 25 °C: 7,1 £0,2.
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DOCUMENT 5 : principe de la PCR et caractéristiques des amorces.

=  Principe:
La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une méthode d’amplification in vitro d’une
séquence spécifique d’acide nucléique. Elle est fondée sur la capacité de 'ADN polymérase a
synthétiser le brin complémentaire d’'un ADN servant de matrice. Aprés dénaturation de 'ADN a
94 °C, on utilise des amorces ayant la capacité de s’hybrider aux extrémités des brins de 'ADN a
amplifier. L'ADN polymérase réplique les 2 monobrins dans le sens 5’ vers 3’, a une température
de 72 °C.

= Séquences des amorces :
* amorce « Sens » : 5’- CTGTGTGACCCGTCTTGAAAC -3’
* amorce « anti-sens » : 5’ - GTTTCCCCTGCCTTGGCC -3’

Taille de I'amplicon attendu : 214 pb

Calcul de la température d’hybridation d’une amorce (T,,) a I'aide de la formule de Wallace :
Thn=2x(A+T)+4x(G+C)

A = nombre de A (adénosine) dans I'amorce
T = nombre de T (thymidine) dans 'amorce
G = nombre de G (quanosine) dans I'amorce
C = nombre de C (cytidine) dans 'amorce

Critéres de choix :

» Les T, doivent étre supérieures a 55 °C pour une hybridation spécifique des amorces.
= La différence entre les T,, de 2 amorces doit étre inférieure a 5 °C.

= La T, retenue pour un couple d’amorces est la T,, la plus faible.
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DOCUMENT 6 : résultats de I’électrophorése en gel d’agarose, aprés migration des

produits de PCR.

Puits 1 : témoin négatif
Puits 2 : témoin positif
Puits 3 : corail n°1
Puits 4 : corail n°2

Composition du témoin
négatif : 'échantillon de corail
est remplacé par de I'eau
(qualité « biologie
moléculaire »)

Composition du témoin positif :

I'échantillon de corail est
remplacé par une solution
d’ADN de G. foxicus

bp (base pair) : paire de bases

DOCUMENT 7 : protocole de préparation du filtrat dilué de poisson.

Une portion de 100 g de poisson est broyée dans 0,5 L d’eau physiologique.

uoljeJdiw ap suss

Le broyat est filtré pour éliminer les particules non dispersibles (fragments d’arétes, d’écailles...).
Le volume du filtrat est ajusté a 1,0 L.

Effectuer une dilution au 1/10 du filtrat obtenu.
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DOCUMENT 8 : dosage de la ciguatoxine par ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) sandwich dans le filtrat dilué de poisson - kit ELISA sandwich de LKS® (Linkseas
Trading Company, Ltd.).

= Principe

Le dosage par méthode immuno-enzymatique ELISA est une technique spécifique dans laquelle une
molécule est détectée par son ligand couplé a une enzyme qui va transformer un substrat incolore en un
produit coloré.

Données : pNPP (paraNitroPhénylPhosphate) et pNP (paraNitroPhénol)

0o 0
I Phosphatase Il

NO, O—P—0 + H0 22y N, OH + HO—P—0"
| alcaline |

O o-
pNPP (incolore) pNP (jaune en milieu alcalin,
absorbant a 405 nm)

= Représentation schématique des réactifs utilisés lors du dosage ELISA sandwich

Anticorps anti-CTX1B
Ciguatoxine (CTX1B) | couplé a la phosphatase
alcaline (PAL)

Anticorps anti-CTX1B
fixé

= Procédure opératoire
1) Préparation de la plaque : fixation des anticorps de capture.
Dans chaque puits :

= ajouter 100 pL d’un anticorps spécifique de CTX1. Incuber 12h a 4 °C;
= aspirer et faire 3 lavages avec le « tampon de lavage ».

2) Reéalisation du dosage.
Dans chaque puits de la gamme :
» ajouter 100 pL de chaque solution étalon de CTX1B (de 500-10° & 7,8:10° pg-mL™).

Dans le puits d’essai :
= ajouter 100 yL de I'échantillon a tester (filtrat de poisson dilué au 1/10) ;
» incuber 1 ha 37 °C.

Dans chaque puits :

aspirer et faire 3 lavages avec le « tampon de lavage » ;

ajouter 100 L de I'anticorps spécifique de CTX1B couplé a la phosphatase alcaline ;
incuber 1 ha 37 °C;

aspirer et faire 3 lavages avec le « tampon de lavage » ;

ajouter 100 uL de pNPP et incuber 30 minutes a 37 °C ;

ajouter 100 uL de réactif d’arrét ;

mesurer I'absorbance a 405 nm contre un blanc réactif.
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DOCUMENT 9 : résultat du dosage de la CTX1B par ELISA sandwich.

Droite d'étalonnage pour le dosage de la ciguatoxine CTX1B
1,200

1,000

Equation de droite
y = 2,100 x

0,800

0,600

0,400

Absorbance lue a 405 nm

0,200

0,000
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500

Concentration en CTX1B (ug-L")

Echantillon de filtrat de poisson dilué au 1/10

Absorbance lue a 405 nm 0,102
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