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I. Introduction: Pimmunologie

eliminatien par

les phagocytes
f Anticorps=sonde immunologique capable de reconnaitre un
} iR el antigene (¢lément du non-soi) et d’induire une réaction
B . o .
v i wﬂ Immunitaire.
f_# IF % dNECOrs
| T Vil Antigene: toute substance capable de se lier spécifiquement a un

complexs

antigéneanticoms al’ltiCOI‘pS.

Antigene

Structure d’un anticorps

Site de liaison de 'antigéne
Reconnaissance de I'antigéne

f-

Fragment o
Fab
= \ Al ps s
Chaine légére
FragmeFrlt — Chaine lourde
. Région constante
e, . Région variable

Réponse effectrice
Réponse immunitaire

Anticorps
3



II. Antigénes recherchés en cenologie( Ag « cenologiques »)

Substance antigénique susceptible d’étre présent dans les vins et moflts et

pouvant entrainer chez I’homme une réaction immunologique exagérée (allergie),

une intolérance ou une intoxication (ex: effet d’une toxine bactérienne).

Vin= produit alimentaire dans lequel les

Ag « ecenologiques » proviennent de 2 processus:

a) Le collage b) Les contaminants
(d’origine microbienne)



a) Le collage

Ce que ’on peut doser immunologiquement (c.a.d avec un Anticorps)

« Gélatines (collagene animal)

* Ovalbumine (albumine de 1’ceuf)

« Lysozyme (hydrolase du blanc de I'oeuf)

* Les alginates (issus d’algues)

* Ichtyocolle (gélatine de poisson)

e Caséine (lait)

« Matiéres protéiques d’origine végétale bl¢, pois, lupin (gliadine,
protéine de bl¢)

« Extraits protéiques lévuriens (EPL



II. Antigenes « cenologiques »

b) Les contaminants d’origine microbienne

v’ Mycotoxines:

M¢étabolites 1ssus de champignons filamenteux contaminant des produits alimentaires
(céréales, vins, bieres).
Aflatoxines B1,B2, G1,G2 (Aspergillus), Ochratoxine A (OTA) (penicillium et
aspergillus ochraceus, carbonarius).

-Majorité des vins frangais <1ug/L OTA. (Limite réglementation européenne= 2
ng/L)

Aspergillus carbonarius



Répartition des zones viticoles en fonction de leur "risque" OTA
par référence a des analyses de moiits destinés a la transformation en jus de raisins
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b) Les contaminants d’origine microbienne

v’ Les amines biogénes:

Histamine : jusqu’a 15 mg/L
Tyramine : jusqu’a 20 mg/L -Synthése par bactéries

Sérotonine : jusqu’a 20 mg/L ;

O ) -Faible qté , bicre, cidre, liqueurs
Ethanolamine : jusqu’a 20 mg/L ;

Ethylamine : jusqu’a 20 mg/L : = _Teneur dépend de I'activité décarboxylase des
Méthylamine : jusqu’a 10 mg/L; bactéries lactiques (ex Pediococcus damnosus)

Isopropylamine : jusqu’a 20 mg/L ;
Propylamine : normalement absente ;
Isobutylamine : jusqu’a 15 mg/L ;
Butylamine : jusqu’a 10 mg/L ;

-Maux de téte, réactions de type allergique

Tryptamine : jusqu’a 20 mg/L ;

Phenylethylamine : jusqu aZ0 mg/L; Dosage de ces pFOdUitS — anticorps
Putrescine ou 1,4-diaminobutane : jusqu’a 40 mg/L ;
2-M¢éthylbutylamine : jusqu’a 20 mg/L ;
3-Méthylbutylamine : jusqu’a 20 mg/L ;

Cadavérine ou 1,5-diaminopentane : jusqu’a 20 mg/L ] -Garantir Q sanitaire, respect réglementation

Hexylamine : jusqu a 10 mg/L. (+/-)



II. Antigénes recherchés en cenologie( Ag « cenologiques »)

anticorps

¢) Anticorps « sonde de dépistage/dosage » -y g
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Réponse effectrice
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III. Techniques ELISA = "microméthodes"

Dosage de residus protéiques du collage et d’amines biogenes
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

1. ELISA sandwich direct
a) Principe

- Réalisé sur support solide ,
plaque de microtitration 96 ou 384 puits.
Immobilisation de I'Ag ou de I'AC

- Grande sensibilité de détection( ex:pg/mL)

Techniqgue immunomeétrique

»Réactif en excés/ élément a doser
» Croissance du signal en fonction de la quantité de complexes Ag-Ac
» Différents formats (directe, indirecte, sandwich, de compétition...)
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b) Méthode de PELISA sandwich direct

Réalise par le fournisseur

1) Coating (revétement

,-\
WP P
¢ ¢

Ac de capture

W
¢

Microplaque de 96 puits

puit de plaque de microtitration H



» Coating/Revétement = étape d’adsorption des molécules sur la microplaque

Phénomeéne d’adsorption passive directe.

- L. hydrophobes et ioniques entre plastique et résidus non polaires ou ioniques des protéines.

- En milieu alcalin: tampon PBS (pH 7,4) ou carbonate-bicarbonate (pH 9,6) (ionisation
des molécules)



b) Méthode

Realise par le fournisseur

1) Coating (revétement

,-\
%? %? 2) Saturation

par une protéine inerte
(protéine de lait, BS@ :

Microplaque de 96 puits

Ac de capture

W
¢

puit de plaque de microtitration



Réalise par [ ’expérimentateur

3) Incubation de I’Ag contenu dans le vin ou moiit

Vin ou mouts (Ag'

4) Lavage

Elimination des Ags non fixés

14



Realise par [ ’experimentateur

4) Révélation «enzymatique» directe

o
B

Anticorps de révélation
anti-antigene conjugué a
une enzyme@ S

Substrat de I’enzyme
(ex. TMB)

g 15 min a Température
ambiante

|

Formation de produit de la
réaction enzymatique
(coloration)

lavages
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Realise par [ ’experimentateur

5) Révélation

H,SO, pour arréter la réaction

— coloration jaune
Dosage par spectrophotométrie
(=450 nm)

16



Marqueurs enzymatiques les plus courants

ENIYME

ORIGIMNE

SUBSTRAT

+++

Peroxydase (1)

Raifort (radis noir)

Diaminobenzidine, H.O-

Tétraaminobenzidine, H-O-

Phosphatase alcaline

(2)

& col/i ou muqueuse

intestinale de veau

4-nitro-phényl-phosphate

B-D galactosidase (3)

£ colr

2-nitro-phényl-B-D-
galactopyrannoside

(ONPG)

Zlucose oxydase

Aspergilius niger

Chremogéne + H:O:

Glucose & phosphate
déshydrogénase

Levconostos

mesenteroides

Glucese & phosphate =+

MNAD™

DAB
TMB
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2. ELISA sandwich indirect

(2) Anticorps de révélation anti-anticorps
conjugu¢ a une enzyme (=AC secondaire)

(1) Ac anti-antigene
(Ac primaire)

18



¢) Intérét

-Simple et rapide
-Gd nbre d'échantillons a la fois (microplaque 96 puits)
-Application a tous les produits d'origine animale et végétale

19



2. ELISA de compétition

a) Principe

Ex:Histamine ELISA kit (Techna)

Ac anti-Histamine @@ Histamine acylée du

v
acylée en qte juste o/ vin/moiit a doser
suffisante @g

w

w Histamine acylée fixée sur le support
\ 4 de la plaque (s-hitstamine).
. Quantité connue

S-histamine=histamine’4cylée



2.

ELISA compétition
b) Méthode

w
e + -

S-histamine

v +

Vin ou motut

ELISA compétitif direct

S P

A g

& e

4

Lavages

Incubation
simultanée
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2. ELISA compétition

&

anticorps primaire
P® anti-histamine acylé

w &
w + + %

S-histamine Vin

ELISA compétitif indirect

Incubation

& anticorps primaire
& anti-histamine acylé

e w &

Lavages @@W@ ®

_|_
Anticorps secondaire conjugué

& anti-anticorps primaire 22

_%@




2. ELISA compétition

c¢) Interprétation et intéret

Dosage des échantillons
Courbe €talon (solutions €talons)
Controles + et —

o

1 10 100 1000
[Ag] ng/mi

Pas de réglementation claire sur la teneur limite mais recommandation

Cahier des charges Exportation, grande distribution...

Belgique : 5-6 mg/L
Pays Bas : 3 mg/L
Allemagne : 2 mg/L
France: 8mg/L
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IV. SDS-PAGE-Immunoblot (ou Western blot)

‘ Analyse des maticres protéiques d’origine végétale ou microbienne (ex:gluten
du bl¢, protéine de pois, de lupin, levure ...) restantes apres soutirage

Résolution Oenologique 24/2004
Complete 'annexe A du recueil des méthodes d'analyse et d'appréciation des vins et mo(ts

a) Principe

I *

Identification d’une protéine a partir d’un mélange complexe de protéines

=
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a) Principe

Les differentes etapes du Western blot

ECHANTILLONS

|

p électrique

Cham
il

e

séparation
des protéines

en fonction de leur
poids moléculaire

< >
Electrophorese sur
gel polyacrylamide

(SDS'PAGE) 25




b) Méthode

1) Concentration des protéines

Vin (ou mofits)

+ Acide trichloracétique

by pipette

Précipité+
hydroxyde de Na et SDS
10 min 2 100° C

ﬁ
Dénaturation

SDS=Sodium Dodécyl Sulfate
PAGE=Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Précipite de protéines
apres centrifugation

Migration
en gel de
polyacrylamide
+
SDS

26



3. Migration

Masse moléculaire (kDa)

* tampon de migration (pH 8,8)
*Dépot échantillons
* Log PM/ distance
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Electrophorese en condition dénaturante (SDS-PAGE)

Objectif: Uniformiser la charge et la

Protéines caractérisées par .
structure des protéines,

-Charge intrinseque
-Poids

Ajout de SDS
-Structure I, 11, III, IV

(Sodium Dodecyl
Sulfate) dans la
préparation du gel

BEFORE 5D charged R-groups

hydrophobic areas

AFTER 5D5

- 28




1¢r¢ méthode de détection :
Coloration des proteines totales par coloration de gels

I

o] Ld- h—l fesetl |
—t s e = i
- | el o A
e p—
— — — Sm— 4
- '": ! Ir d
= § !
had

NN — — — —

54 & 8 o =
Bleu de Coomassie Nitrate d’argent
(limite de détection 100 ng/bande) 0,Ing

mm) Visualisation de la totalité des protéines

l

Impossible de distinguer une protéine d’intéret
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2¢me méthode de détection :

Transfert sur membrane (Immuno blot)

transfert sur filtre filtre de nitrocellulose
de nitrocellulose + protéines transférées

Transfert
sous champ électrique

»

Superposition Gel + Nitrocellulose ou
Feuille de nitrocellulose ou PVDF (polyfluorure
de PVDF de vinylidene)

'y
ra

rd
+
r

l-I-...-'

#
&

F
r

4

Two buffer soaked
filter papers

~ uopoanpuajsuey

"Sandwich"
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Cham

addition substrat :
réaction enzymatique

ECHANTILLONS
ISR IS S

UL

p électrique
|
i
[
!

+
1

séparation transfert sur filtre filtre de nitrocellulose  visualisation des protéines
des protéines de nitrocellulose  + protéines transférées spécifiquement reconnues
en fonction de leur par I'Ac marqué

poids moléculaire
<€ > € > € >

Electrophorese Transfert Révélation
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2¢me méthode de détection :
Transfert sur mb (Immuno blot)

- Saturation de la mb avec une protéine inerte (albumine, prot. de lait) pour assurer
la spécificite de la réaction Ag-Ac

- Ac primaire anti-protéine X (pois, glut.en, casé.ine )
o

Ex: recherche du gluten

A Anticorps anti-gluten

gluten  pois caseine
o ® =
® ® -
Membrane o ® e
nitrocellulose/PVDF ) ® -
@ ® -
®
1 Lavages

Ac primaire anti- § o -
gluten @ -
) -
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2¢m¢ méthode de détection : E E] anticorps secondaire conjugué
Transfert sur mb (Immuno blot)

\ Révélation indirecte avec
anticorps secondaire anti-
Ac couplé¢ a une enzyme

(ex Peroxydase)

S S'

Apparition de
bandes au niveau du /s
complexe Ag/Ac 4
7’ ok

Gluten




IV. Western blot

¢) Intéret

Tres sensible
Technique de référence notamment pour les protéines d’origine végétale

Assez longue = réservée aux laboratoires d'analyse

250 =
150 =
100 =
8=
50 -
IT-

25w

15 =
10
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V. Immunoaffinité

Résolution Oeno 16/2001: méthode référence de dosage
« Dosage par HPLC phase inverse de I’ochratoxine A apreés passage sur colonne
d’immunoaffinité »

Vins/motits + PEG + hydrogénocarbonate de Na

Filtration 10 ml vin Lavage Elution

+10 ml sol de 5 ml sol de dilution 2 ml de méthanol
dilution puis Sml d’eau

‘HLI—E“’ T " ~
i ‘:.‘; .
Phase solide - “;-L:;“ —
coupléecaun | & l_ir(}\_:a;w %, S
. Y o | Vi i

Anticorps & A, :gi‘lri_.," 5 &
anti-OTA TH_J =] aan

] i I

Evaporer I’éluat a sec 2 50° C sous azote

CEE - 2ng/L Reprendre avec 250 pl de la phase mobile
HPLC et stocker 2 4° C - analyse

Canada 2 1ng/L
s HPLC >

Normes




V. Test immunochromatographique sur bandelette

Ac marqués anti Ac de capture anti-Ag de Botrytis

. Ac anti-Ac marqué
Echantillor —Ag de Botrytis Ligne %St LigW
Y b ) V]
M H
[

Bloc Bloc Flux capillaire
d'échantillon  de réactif

N - PRI

.

/ ] ]

—
—

Ligne de test  Ligne de contrdle
positif valide

Figure 1 | Schéma de fonctionnement des tests immunologiques
sur bandelette.

Ex. Kit de détection de pourriture grise de raisin par Botrytis ciniera (QuickStix kit)

Botrytis Cinerea

Revue suisse Viticulture, Arboriculture, Horticulture | Vol. 45 (5): 314—%, 2013



