Détermination des anticorps antitetanus Clostridium dans le
serum par détectionimmunoampeérometrique.

Stéphanie Patris*, Carine De Vries€, Francoise Prohoroff*, Encarnacién Burgoa Calvd, Julia Arcos Martinez *et JeanrMichel

Kauffmann*
*Université libre de Bruxelles, Institut de PharmgdCampus Plaine, Boulvard du Triomphe, CP 2050601Bruxelles, Belgique
t+* Association Pharmaceutique Belge, 11 rue Archim&de Bruxelles, Belgique.
* Université de Burgos, Département de Chimie, Oxhos, Espagne.
*spatris@ulb.ac.be

,/ = La methoded’immunodétectiormmperométriqugpermet dedeterminer letitre en
2 anticorps anttetanus Clostridiundans des échantillons derum

o N gy = Lanatoxine tétanique est Immobilisée sur des nanoparticules super
'StreptaVidinebiOtiﬂéﬁéAnti-tetanus Ant-igd ' T paramagnétigues (NPM) servant slgport solidea 'immunoessai. Laurfaceest
> < y 4 0 bloquéepar unesolutiond’albumineseériquebovine
. 4 m Les NPMsont mises empresence, dans yremier temps, d& solutionde sérum
i a doser et dans uisecondtemps, d’unesolution d’anti-lgG marqué par la
102 ydroguinone Peroxydasele Raifort (HRP). P ° P
. +2H m Les NPM sont ensuitedéposées sur les électrodes sérigraphieescdugant de
H,0 Quinone réductionest mesurénprésencel’H,0, et d’hydroquinongHQ).

to potentiostat

m Lors dela détectionampéeromeétrique, lfigette d’electrodes sérigraphiées est insérée silver pseudo-reference
dans leconnecteur (A). carbon working

s Les nanoparticules (50@n) super paramagnétiques sont déposéessarfacedes sloctrode
électrodes serigraphiées (B). s eotrode

= Un aimant, présent dans Bupport accueillant laigette d’électrodes sérigraphiées,
maintient les NPMencontact étroit avetes électrodes (C).

m Les électrodes d&avail et auxiliairesont encarbonetandis quda pseudoreference
est enargent. Lecourant daéductionest mesura -280mV.
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1. 0mV to 800 mV and retwumn to 0 mV 2. 88 mV to -350 mV and rettun to 88 mV
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1.Voltampérométries cycliques d&HQ (0 - 800 - 0 mV, 10 mV/s) réalisees en
presencales NPMapres immunoréactioftoncentratioren antitetanus. 0 1U/mL,
0,350IU/mL et 0,1751U/mL, volumedela gouttedéposée 50 ul):

= Une diminution du courant d’oxydationde 54% et de 23.5% est observée
ww  respectivement, pour les essais a 0IBHML et 0.175IU/mL: en présencede
'immunocomplexe, lepic d’oxydation de HQ diminue : une partie de HQ est
oxydeepar HRPprésente lasurfacedes particules.

2. \oltamperomeétries cycligues 'H@B8 - 350 - 88 mV; 10 mV/s) réalisées en
présenceles nanoparticules apres immunoreac{mncentratiorenantitetanus. O
e IU/mL; 0,350IU/mL; 0,175IU/mL et 0,01739U/mL)

—onswe (W Le courant daéductionaugmentavecla concentratiord’anti-tetanus: la quantité

e d’HRP augmentevecla concentratiorn’anti-tetanus
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= La méthode immunoampéromeétriqualtilisant des NPMa été comparéea un
Immunocapteur a électroaeodifieepar I'anatoxingétanigue

m Seul le support pour les Immunoréactions differenanoparticules super
paramagnétiques vs électrodes sérigraphiées modifieéampaoxine

m Le signal obtenuavec une solution contenant 0.33U/mL est plus de2 fois plus
important dans lanethodeutilisant les NPM
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= L1 Utl I Isatlon des N P Mpermet Anatoxine immobilisée sur NPM Anatol?<éiIneecti:?)r(;]eobiIiﬁsﬂr
® une augmentatiode la surface réactionnelle, Electrode sérigraphiée modifiée par I'anatoxine:
m une bonne agitation Apres un prétraitement de la tigette d’électrodes sértgesgs (par HSO, déposé a

sa surface et application d’'un potentiel de +1,30 V pendamhRune solution de
streptavidine est laissée une nuit @4a son contact. L'anatoxine biotinylée est
ensuite immobilisée sur les électrodes par une liaisonng@dttreptavidine. Toutes
les Immunoréactions sont realisées a la surface des élestro

2 l'isolement dumilieu réactionnel.
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E m Le signal amperomeétriquest directement proportionnel dogarithme de la
i |z concentratiorenantitetanus
[3 S | = Lalimite dedétection(LOD) est de0,00461U/mL
o | ¢ = Lalimite dequantification(LOQ) est ded,00571U/mL.
; m Ces valeurs sont biemféerieures a lavaleur considéreeommela concentration
gz limite protectricequi est deD,061U/mL mesurégar test ELISA
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