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Avantages
➢ Permet de quantifier jusqu’à 13 cytokines en simultanées sur un échantillon (kit prêt 

à l’emploi, kit à façon, kit à reconstituer)

➢ Plus sensible que la technique d’ELISA classique

➢ Utilisable sur le sérum, plasma et surnageant de culture cellulaire

➢ Résultats en 10 heures (environ)

➢ Analyse par cytométrie en flux (FACS)

➢ Moins cher au rendement qu’un test ELISA classique
❑ ELISA : 500 euros le kit pour 1 cytokine
❑ ELISA Multiplex : 1000 euros le kit pour 13 cytokines 



Différents kit 
Humain

Souris

Rat
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➢ 2 types de billes greffées avec des anticorps spécifiques d’une cytokine à leurs surfaces

Principe ELISA Multiplex LegendPLEXTM

A B

Méthode de détection par 
sandwich

Petite taille (6) Grande taille (7)
(A1 à A6) (B1 à B7)

Analyse et discrimination des billes par cytométrie de flux

Fluorence APC interne 
différentes entre les 13 

billes



2 population de billes

❑ Billes de type A : petites billes
❑ Billes de type B: grandes billes

Principe ELISA LegendPLEXTM

A

B

Discrimination par la taille, SSC (dispersion) 
et FSC (dispersion latérale) 

Biosit PF cyto
Analyseur Fortessa LSRII avec module HTS (passeur de plaque 96 puits)
5 lasers (18 paramètres fluo)
Prix adhérents BIOSIT / prix non adhérent
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2 population de billes

❑ Billes de type A : petites billes
❑ Billes de type B: grandes billes

Fluorescence APC différentes pour chacune des billes

Principe ELISA LegendPLEXTM

6 petites billes (A) 7 grandes billes (B)

A

B

Discrimination par la taille, SSC (dispersion) 
et FSC (dispersion latérale) 

Discrimination par la 
fluorescence interne APC

(émission 660 nm)



Technique
➢ 40 échantillons, pour deux réplicats
➢ 80 échantillons pour un réplicat

➢ Kit valable 1 mois pour 4 plaques 

➢ Assay Buffer
➢ Wash Buffer
➢ Standard
➢ Matrix C
➢ Billes
➢ Anticorps de détection
➢ SA-PE (Streptavidin-phycoerythrin)

Une 
plaque
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Technique

Préparation de la gamme

Dilution dans du tampon Assay Buffer

gamme

Plaque à filtre 

échantillons

➢ 40 échantillons, pour deux réplicats
➢ 80 échantillons pour un réplicat

➢ Kit valable 1 mois pour 4 plaques

Une 
plaque



Technique
➢ Centrifuger les échantillons après décongélation puis diluer dans l’Assay Buffer pour un volume final de 30 µL

➢ Commencer par laver la plaque avec le Wash Buffer, le liquide est éliminer par pression à 300 mbar pendant 10 secondes
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Technique

gamme échantillons

➢ Centrifuger les échantillons après décongélation puis diluer dans l’Assay Buffer pour un volume final de 30 µL

➢ Commencer par laver la plaque avec le Wash Buffer, le liquide est éliminer par pression à 300mBar pendant 10 secondes

-12,5 µL Matrix C
-12,5 µL points de gamme (C7,C6…C0)

➢ Ajout des billes dans chacun des puits
Vortexer les billes à chaque début de colonne

- 12,5 µL Assay Buffer
- 12,5 µL échantillons (Plasma, sérum, culture cellulaire)
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Technique
➢ 2 heures d’incubation à 500 RPM 

sous aluminium

Capture des cytokines sur les 
anticorps spécifiques fixés sur les 

billes

➢ Eliminer le liquide par pression 300 mBar (pas de retournement) suivi 
de 2 lavages

➢ Ajouter les anticorps de détection

➢ Une heure d’incubation sous agitation
Capture des cytokines par les 

anticorps secondaires couplés à la 
biotine
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Technique
➢ Pas de lavage, ajouter SA-PE (Streptavidin-phycoerythrin)

➢ Incuber 30 minutes sous agitation

Emission d’une fluorescence à 580 nm
Proportionnelle au nombre de 

cytokines/billes
SA-PE se fixe à la biotine



Technique
➢ Pas de lavage, ajouter SA-PE (Streptavidin-phycoerythrin)

➢ Incuber 30 minutes sous agitation

➢ Eliminer le liquide à une pression de 300 mbar puis laver deux fois

➢ Reprendre les billes dans 200 µL de PBS et transférer dans une 
plaque appropriée pour la cytométrie de flux

➢ Analyser en cytométrie de flux (FACS)



Analyse des résultats

Logiciel disponible sur Biolegend
-> LegendplexTM

Logiciel LEGENDplextm



Analyse des résultats



Création d’un compte sur le site 
https://www.biolegend.com/

Analyse des résultats



Sélection du kit utilisé

Analyse des résultats



Sélection du kit utilisé

Concentration maximale de cytokine 
déterminée en fonction du lot de kit : 

voir sur le site Biolegend

Analyse des résultats



Nombre de points de 
gamme

Nombre de réplicats

Importer les fichiers 
correspondants à la 

gamme .fcs

Ajout de la gamme

Analyse des résultats



Nombre de points de 
gamme

Nombre de réplicats

Importer les fichiers 
correspondants à la 

gamme .fcs

➢ Channel PE-A (anticorps 
secondaire)

➢ APC-A : fluorescence 
interne des billes

Ajout de la gamme

Analyse des résultats



Ajout des échantillons

Préciser le nombre de réplicas et la 
dilution attribuée à chaque 
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Ajout des échantillons

Préciser le nombre de réplicas et la 
dilution attribuée à chaque 

échantillon (1/2)

Analyse des résultats

Échantillons ajoutés



Reviewing échantillons

Analyse des résultats

Ajustement du nombre de billes A et billes B (évènements souhaités) ainsi que de la 
densité de billes spécifiques à chaque cytokines

Adaptation pour chaque échantillon



Analyse échantillons

Analyse des résultats

La gamme est générée automatiquement pour 
chaque cytokine

Si un point de gamme est divergent, on peut 
l’exclure directement, la courbe se ré-ajuste



Analyse échantillons

Analyse des résultats

Gamme échantillons



Analyse échantillons

Analyse des résultats

➢ Vérifier le nombre d’évènements (ou nombre de 
billes par échantillons), pouvant expliquer des 
différences entre deux réplicas. 

➢ Gérer son cut-off (minimum 100 billes pour une 
analyse viable)



Analyse échantillons

Analyse des résultats

Transfert sur Excel pour 
finaliser l’analyse des 

résultats



Merci pour votre attention

"Jean-Baptiste Guillerme" <jbguillerme@biolegend.com>
"Sarah Dion" <sarah.dion@univ-rennes1.fr>  


