
Activité     6 :    ELISA, application des connaissances sur les propriétés des anticorps pour la détection de la séropositivité

Mise en situation et recherche à mener

M X est en couple depuis un certains temps. Il souhaiterait ne plus utiliser de préservatif lors de ses rapports avec sa compagne. Il décide donc de faire un dépistage 
du SIDA afin de savoir s'il est porteur du virus. 

On cherche donc à déterminer si M X est séropositif ou non et si oui à quel stade d'évolution de la maladie en est-il, c'est-à-dire quelle est la concentration
d'anticorps anti-VIH de son sérum, afin d'adapter au mieux le traitement permettant de limiter l'évolution du SIDA.

Ressources

Matériel     disponible : 
sérum de M X et solutions contenant des 
concentrations variables et connues d’anticorps anti-
VIH (de 17 à 0 μg.mL-1)

La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique immuno-enzymatiquede détection
qui permet  de visualiser une réaction antigène-anticorps grâce à une réaction colorée produite par l'action sur un 
substrat d'une enzyme préalablement fixée à l'anticorps. 

La fenêtre sérologique 

Étape 1 : Concevoir une stratégie pour résoudre une situation problème (durée maximale : 10 minutes)

Proposer une stratégie de de résolution réaliste permettant permettant de répondre au problème de départ.



Étape 2 : Mettre en œuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables Durée conseillée : 30 min

Mettre en œuvre le protocole de détection de la présence des antigènes (test de détection moléculaire ELISA), afin de déterminer la concentration 
approximative en anticorps anti-VIH du sérum de MX.

Matériel 
• sérum S de M X
• 7 solutions d’anticorps Ac1 anti-VIH de concentrations 

différentes appelées C1, C2, C3, C4, C5, C6 et C7
• Concentration d’Ac anti-VIH en μg.mL-1

• une barrette de 8 puits au fond desquels sont fixés des 
antigènes de VIH
• solution d’un deuxième anticorps Ac2 "anti-Ac1" de 

"détection" de la présence d'anticorps Ac1 fixés : cet 
anticorps est associé à une enzyme peroxydase
• solution de substrat (H2O2) de l’enzyme peroxydase qui 

détecte cette dernière par l'apparition d'une coloration
• solution de lavage et une pipette de prélèvement
• papier filtre, cuvette ou évier à proximité,
• micropipettes, un feutre permanent, un chronomètre

Pour  des  raisons  évidentes  de  sécurité  sanitaire,  les
produits utilisés sont des produits de substitution.

  Précaution de la       
  manipulation 

Protocole

1- Numéroter les puits de 1 à 7 et nommer S le 8ème puits.
2- Déposer 2 gouttes ou 80 μL : de C1 dans le puits1, C2 dans le puits 2, etc., jusqu’à C7 dans le puits 7 ;

 du sérum S de l’individu testé, de concentration inconnue, dans le puits S ;
Attention, une seule solution par puits. Les niveaux des liquides doivent être, au final, équivalents.
3- Laisser incuber 10 min à température ambiante  
4- Vider la barrette en la renversant horizontalement (voir schéma ci-contre)

et d’un geste rapide au-dessus de l’évier (ou de la cuvette) de manière à
éviter le mélange des produits. Avant de la remettre à l’endroit, tamponner 
la surface des puits sur du papier filtre pour éliminer l’excès de produits et
éviter la contamination.

5- Remplir tous les puits avec la solution de lavage, sans débordement, et vider immédiatement comme 
précédemment. Répéter 2 fois ce lavage.

6- Mettre dans les puits 2 gouttes ou 80 μL de la solution d’anticorps de détection Ac2 sur lequel est 
déjà fixée l’enzyme peroxydase. 
Les niveaux doivent être  , au final,   équivalents.

7- Laisser agir 10 minutes 
8- Vider les puits et les laver 2 fois comme au point 6.
9-  Mettre dans les puits 2 gouttes de substrat de l’enzyme peroxydase. Les niveaux doivent être   

équivalents   au final  . 
Une coloration se développe. Ne pas attendre pour comparer les colorations car au bout de quelques 
minutes les différences s’estompent.

Remise en état du plan de travail : J K L

Étape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer Durée conseillée : 15 min

Sous la forme de votre choix présenter et traiter les données brutes pour qu'elles apportent les informations nécessaires à la résolution du problème.

Étape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au problème Durée conseillée : 5 min

Exploiter les résultats pour déterminer si M X est séropositif et si oui donner sa concentration en anticorps anti-VIH afin que le traitement puisse être
adapté. 


