
TP 4 : Les tests immunologiques.
Ouchterlony, La méthode ELISA et le Sérodiagnostic de la syphilis

Situation initiale : Les anticorps sont spécifiques à un antigène donné.

Questions : Comment utiliser cette propriété pour élaborer des tests de dépistage de maladies ?

I – Le test d'Ouchterlony : recherche d'un antigène
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II – La méthode ELISA

1 – Le principe

Le test ELISA est un test immunologique classiquement utilisé pour la détection et le dosage protéique. 
C’est également une des deux techniques utilisées lors du test de dépistage du virus du SIDA.

Au cours de ce TP, nous allons mettre en évidence la présence d'anticorps anti-BSA dans un sérum à 
l’aide d’un support tapissé de BSA (Bovine Serum Albumin) et d’un anticorps anti-immunoglobuline de 
lapin couplé à la peroxydase.

- La première étape, déjà effectuée lors de l’achat des barrettes, est nommée « coating ». Durant cette 
étape la BSA va se fixer au fond des cupules.

- La deuxième étape correspond à la fixation de l’anticorps à mette en évidence, on incube dans les 
cupules 2 gouttes (80µL) de la solution à tester durant 15 minutes. Puis les cupules sont lavées avec un 
tampon pour enlever les quelques anticorps non fixés.

- Lors de la troisième étape, l’anticorps de détection (ou conjugué) se fixe à l’anticorps anti-BSA. Il est 
couplé à une enzyme :  la peroxydase.  Deux gouttes (80µL) de solution d’anticorps de détection sont 
incubées dans les cupules durant 15 minutes. Puis les cupules sont lavées avec un tampon pour enlever les 
quelques anticorps non fixés.

- La dernière étape est la détection des anticorps fixés. On incube dans les cupules une solution révélatrice 
contenant  un substrat  de la  peroxydase :  le  TMB (Tetra-Méthyl-Benzidine)  qui  se  colore en bleu en 
présence de l’enzyme.  L’intensité de la coloration est directement proportionnelle à la quantité de 
peroxydase  présente  dans  la  cupule,  donc  directement  proportionnelle  à  la  concentration 
d’anticorps à doser.
2 – Protocole

Note : chaque barrette comporte 8 cupules. Ces puits sont utilisés deux par deux.

- Avec une pipette, déposez dans chaque puits :

-Puits 1 et 2 : deux gouttes d’eau distillée
-Puits 3 et 4 : deux gouttes de solution d’anticorps anti-BSA C1
-Puits 5 et 6 : deux gouttes de solution 1 à tester
-Puits 7 et 8 : deux gouttes de solution 2 à tester.

- Après 15 minutes d'incubation, lavez avec le tampon PBS (à faire 4 fois)

- Ajoutez dans chaque puits 2 gouttes de solution d’anticorps de détection.

- Après 15 minutes d'incubation, lavez avec le tampon PBS (à faire 4 fois)

- Déposez dans chaque puits deux gouttes de TMB

3 – Compte-rendu

a – Le principe
-Etablissez sous forme de schémas le protocole du TP (attention aux temps d’incubation et de révélation, 
ainsi qu’aux lavages à effectuer).
-A quoi servent les puits 1 et 2 ? les puits 3 et 4 ?
-Pourquoi qualifie-t-on également la technique ELISA, la méthode sandwich ? En faire une représentation 
schématique.
-Justifiez l’affirmation repérée en gras dans la dernière étape du I – Principe.

b – Résultats
Représentez la barrette avec les colorations obtenues et interprétez les résultats.
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III – Le Sérodiagnostic de la Syphilis

La syphilis, maladie hautement contagieuse, est essentiellement transmise au cours des rapports sexuels et 
par  voie  transplacentaire.  Il  s'agit  d'une  maladie  bactérienne  causée  par  le  Tréponème pâle.  Un  test 
utilisant  des  antigènes  de  syphilis  (VDRL)  permet  d'établir  un  diagnostic  à  partir  d'un  sérum  d'un 
individus.
On se propose de déterminer si un individu est séropositif pour la syphilis.

1 – Un peu de théorie

–Qu'entend-on par « individu sérpositif pour la syphilis » ?
–Justifier l'utilisation de trois sérums (S, S1 et S2).

2 – Protocole

A l'aide du matériel  ci-dessous,  imaginer un protocole qui permette de déterminer si  un individu est 
séropositif pour la syphilis.

Matériel : plaque de dépots, 3 cures dents, un flacon de VDRL, sérum S de l'individu à tester, sérum S1 
d'un individu non atteint, sérum S2 d'un individu atteint, 4 pipettes pasteur, marqueur, montre.

Note  :  parmi  les  antigènes  tréponémiques  qui  déclenchent  la  formation  d'anticorps  spécifiques,  se  
trouvent des phospholipides. Le VDRL latex, utilisé ici, est constitué de particules de latex sur lesquelles 
sont fixés les phospholipides tréponémiques.

3 – Observations

–Observer les résultats au microscope
–Identifier le ou les résultats positifs

4 – Interprétation

–Représenter par un schéma les associations moléculaires obtenues dans les trois tests réalisés. Utiliser 
pour cela les symboles proposés sur le document annexe.
–Déduire de la lecture des résultats si l'individu est séropositif pour la syphilis
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