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TD N°4:
PRINCIPAUX TESTS IMMUNOLOGIQUES

1. Nature de la liaison anticorps-antigéne :

- La réaction antigene - anticorps (Ag-Ac) est due a l'interaction entre les épitopes de I'antigéne et
les paratopes de I'anticorps. Elle fait intervenir quatre types de liaisons non covalentes (des liaisons
hydrogenes, des liaisons électrostatiques, des liaisons hydrophobes et les forces de Van der Waals).

- L'affinité des anticorps est la force d’interaction entre un déterminant antigénique unique (un
épitope) et un seul site de liaison de I'anticorps (un paratope).

- L'avidité correspond a la force globale de la liaison d'un antigéne possédant des déterminants
antigéniques multiples avec des anticorps polyvalents. L’avidité est influencée a la fois par la
valence de I'anticorps et la valence de I'antigéne.

- Laspécificité fait référence a la capacité d’un site anticorps donné a réagir avec un seul déterminant
antigénique ou encore a la capacité d’une population d’anticorps polyclonaux a réagir avec un seul
antigene.

La réaction Ag-Ac in vitro a deux grands types d'applications :
- Ladétection et le dosage des antigenes ;
- La détection et le titrage des anticorps.

2. Les réactions de précipitation
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2.1.Immunodiffusion radiale (technique de Mancini)

Cette methode consiste a incorporer un antisérum spécifique dans un gel (agarose) et a déposer la
solution d'Ag dans des puits. A I'équilibre il se forme un anneau de précipitation dont le carré du diamétre
est proportionnel a la concentration de I'Ag. La concentration est exprimée par référence a une courbe
standard avec un Ag de concentration connue.
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2.2. Immunodiffusion double ou réaction d'Ouchterlony

Les solutions d'Ag et d'Ac sont déposees dans des puits percés a distance les uns des autres dans un
gel d'agarose. Les molécules diffusent dans le gel en fonction de leur taille et forment des Iignes de
précipitation pour chaque systéeme d'Ag et d'Ac. Chaque ligne de précipitation correspond a la zone
d'équivalence respective, c'est-a-dire a la formation d'un réseau Ag-Ac.

Cette méthode permet I'analyse d'un mélange d'Ag et I'identification de ses constituants. Lorsque deux
protéines diffusent dans un gel a la rencontre des Ac, on distingue des réactions d'identité, de non-identité
ou d'identité partielle.
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3. Réactions d’agglutination

Dans les réactions d’agglutination, Anticorps Particules insolubles
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Identification des groupes sanguins réalisée par un test d'agglutination.
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L'agglutination est utilisée pour le sérodiagnostic
d'affections microbiennes (par exemple, réaction
de Widal pour le diagnostic de la typhoide) pour la
détermination des groupes sanguins, etc.

4. Les techniques de fixation du complément

Ces techniques sont basées sur le fait que les
complexes Ac-Ag sont capables d’activer donc
« consommer » les protéines du complément. Elles sont
utilisées pour la détection d'anticorps dans le sérum de
patients. Aprés inactivation thermique du complément
dans le sérum du patient, on lui ajoute du complément et
I'antigéne spécifique a l'anticorps recherché. Si cet
anticorps est présent dans le sérum, le complément sera
fixé et consommeé. On ajoute ensuite des erythrocytes
couverts d'anticorps (le systéme indicateur). L'absence
d'une hémolyse (dépendante du complément) du systéme
indicateur indique la consommation du complément et
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5. Techniques d'immunochimiques
Dans les techniques immunochimiques (d'immunomarquage), I'Ag, ou le plus souvent I'Ac, est
marqué, c'est-a-dire qu'il est couplé & un isotope (ex : ?°I, on parle alors de techniques radio-
immunologiques ou RIA), a un composé fluorescent (techniques d'immunofluorescence) ou a une enzyme
techniques immunoenzymatiques). La détection se fait au compteur a scintillation (RIA), au
microscope/spectroscop a fluorescence (immunofluorescence) ou en microscopie
optique/spectrophotometre (techniques immunoenzymatiques).

Détection/Dosage d'antigéne dans I'échantillon | ’Détection/Dosage d'anticorps dans I‘échantillon‘
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Les techniques immunoenzymatiques sont les plus fréquemment utilisées, elles sont plus simples et
moins couteuses que les autres techniques immunochimiques. La technique le plus populaire de ce groupe
est ELISA (pour Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Le marqueur est une enzyme (peroxydase du
raifort, phosphatase alcaline...), qui transforme un substrat incolore (un chromogene) en un produit coloré
détectable par spectroscopie visible. Ci-dessous sont présentées les différentes variantes de la technique
ELISA.


http://www.universalis.fr/encyclopedie/fernand-widal/
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