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. Généralités




l. Généralités :
Les techniques en immunologie sont basees sur l'interaction antigene-anticorps

»
(Ag-Ac)
> 9
Cette interaction est due a la reconnaissance spécifique (compléem¢  High Affinity
structure) et de forte affinité de I'anticorps pour I'antigene. I/' Af’ “\I
\_\ [ /'
Les applications : a1l
Ag
1. En immunologie : Lo ALty
™ R
. . . . . & Ab ;
, Diagnostic et suivi d'une maladie auto-immune. ( . \
: y . , N 2
Diagnostic serologique d'une allergie. ok A
° Ag

Exploration d'un déficit immunitaire inné ou adaptatif
Bilan pré-greffe et suivi sérologique en post-greffe d'une transplantation
Diagnostic et suivi d'une gammapathie monoclonale

2. Autres : Groupage ABO [/ Rheésus, diagnostic et suivi sérologique d'une infection,




. Généralités :

4 Les anticorps monoclonaux :
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ll. Classification




Il. Classification :

Techniques en immunologie

& y

Immuno-précipitation

Immuno-agglutination

Immuno-marquage

Immunologie cellulaire
(Immunophénotypage)




lll. Immuno-preécipitation




lll- Immuno-précipitation :
a- Définition et principe :
» lechnique caractérisée par la formation d'un précipité suite a la reconnaissance
specifique et interaction Ac-Ag soluble (libre dans un liquide biologique)

N Un précipite est la conséquence de la formation d'un réseau au niveau de la zone

d’équivalence

Antigen Antibody

Zone of

_— Precipitate
antibody |— fonzed
excess

Zone of
equivalence

Zone of
antigen
excess

Antibody in precipitate




Notions de base :

Technique qualitative : technique permettant la mise en évidence d'un antigene ou

anticorps sans le quantifier
Technique quantitative : technique permettant le dosage d'un antigene ou anticorps

La charge électrique d'une protéine a PH alcalin est négative, en présence d'un champs

électrique elle migre vers I'anode (positive)
Contre courant d'électro-endosmose :
» Certains support (gels ou capillaires) ont la capacité de creéer un contre courant de

I'anode vers la cathode (inversement au courant électrique)

77777 support 7
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Anode + | - cathode
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La réaction entre le I'échantillon (sérum ou plasma) et le réactif (contenant un antigéne

ou un anticorps connu) peut se faire en milieu liquide ou solide




lll- Immuno-précipitation :
b- Classification :
» e faitense basantsurle caractere quantitatif ou qualitatif de la technique
Ces techniques peuvent se realiser sur u milieu liquide ou solide (gel), en presence ou

)
en absence d'un champs électrique
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Techniques qualitatives: | [ Techniques quantitativeg
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§

» Test de 'anneau (ring test) * Immunodiffusion radiale
(Mancini)

e Immunodiffusion double
+ Techniquede Laurell

(Ouchterlony)

» Electrosynérese + Néphélométrie-Laser et
turbidimétrie




1. Techniques qualitatives:

a- Ring test (test de I'anneau) :
Technique d'immuno- précipitation en milieu liquide

Exemple : Recherche de la présence d'une protéine x dans le sérum
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Ajouter le sérum
de lapersonne
Protéine X 22??

»

Aprées un temps d’incubation
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Reconnaissance spécifique
et formation de I'anneau de
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1. Techniques qualitatives:

b- Immunodiffusion double sur gel (Ouchterlony) :

- Technique qui s'effectue sur gel (contenant des pores) qui peut étre vierge ou incorporeé
de l'ac spécifique de I'Ag a chercher (ou a doser)
» L2 diffusion dans tous les sens des solutions contenant I'Ag et I'Ac

La rencontre et interaction entre I'’Ag et I'’Ac donne apparition a un arc de précipitation

»
Arc de
Puits : Sérum précql)ltatlon Puits : Sérum
avec anticorps l avec antigene
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1. Techniques qualitatives:

b- Immunodiffusion double sur gel (Ouchterlony) :

» Diffusion double (de I'ag et de I'ac)

- Peut étre utilisée pour tester plusieurs échantillons a la fois

Test positif pour le D Test positif pour leB etle D




1. Techniques qualitatives:
c- Eléctrosynéreése :

Courant électrique

A;g Af Gel en tampon

alcalin

Courantd’électro-endosmose
(CEE)

¢ » Migration de I’Ag vers ’anode (courant électrique)
» Migration de U’Ac vers la cathode (courant d’électroendosmose)
* Précipitation dans la zone d’équivalence
* Coloration
* Lecture

-

/f\

Ligne ou arc de précipitation




2. Techniques quantitatives :
a- Immunodiffusion radiale (MANCINI):

= Gel incorpore d'un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine a chercher

Gel contenant un
Ac monoclonal
~Etalon1 sérum
L L L

E1 E2 E3

.......................................................................................

Diffusion et
précipitation

Diametre (cm)

E1 E2 E3
Apparition d’anneaux de précipitation Concentration




2. Techniques quantitatives :

b- Technique de Laurell :

s Meéme principe que Mancini en présence d'un champs électrique

Gel contenant un
Ac monoclonal
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Apparition d’obus, pics ou « Rockets »

-+

AAﬁAA.AAAAAAAA

eleojelelaleo e

Hauteur (cm)

Al bl

El

T v T

.E,z.

I v T ' ¢ v T v

E3

Concentration




2. Techniques quantitatives :

c- Turbidimétrie et laser- néphélémeétrie :

» Techniques d'immuno-précipitation en milieu liquide

La turbidimetrie

N Technique de mesure du degré de turbidité d'une suspension.

» Elle est basée surla capacite des complexes immuns Ac-Ag présents dans une suspension
a absorber un faisceau lumineux.

N Elle est déterminée grace a un systéme optique qui mesure la diminution, due a

I'absorbance, de l'intensité d'un faisceau lumineux traversant la suspension.

La néphélométrie

» Technique basée sur la diminution de l'intensité par diffusion de la lumiere

NB : Etablir une courbe d’étalonnage en fonction de de la diminution de l'intensité du

rayon lumineux (turbidimétrie) ou de la diffusion selon un angle a (laser-néphélemtrie)




2. Techniques quantitatives :
c- Turbidimétrie et laser- néphélémétrie :

Systeme de
mesure

L J

Absence de

Complexes immuns
Diminution
Systeme de
mesure
Turbidimetrie
; 9O,

Complexes immuns '5'('/ .

en solution &’0,7

Néphélémétrie




3- Electrophorése des protéines sériques :
= Technique de séparation des protéines en fonction de leur charge électrique et leur taille

a- Sur gel :
Support avec tampon a pH

Dépébt (les proteéines se alcalin (8-9):
comportent comme des anions) - Acétate de cellulose
3 — - Gel d’agarose

l

Champ électrique o
Courant d’EOS

Electrophorese :
Migration des protéines
selon leur charge et taille

Ugpp @ Vitesse de migration apparente
Coloration Uggs : vitesse de migration électro-osmotique
Ugp : vitesse de migration électrophorétique
N “\ > q : charge (coulomb)
V\Q ‘\'b ,o"b 4 e@ E : champ électrique (V.m™)
V}Q va %0 (50 n : viscosité du milieu (poiseuille)

r: rayon (m)




3- Electrophorése des protéines sériques :

b- Sur tube capillaire de silice :

Capillaire en silice vierge
diameétre interne: 10 - 100 um
longueur: 20 - 100 cm) ™

Détection

Cathode
/

Flacons remplis

d 'une solution
| I ' == tampon e ™

Injection




3- Electrophorése des protéines sériques : ‘
Exemples : l I r
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Tracé électrophorétique aprés lecture
Sp2 . . densitométrique des fractions protéiques sériques
+ Albumine 58+5% 32-50¢g/1
sp1 . nr + ofglobulines  3:1,5%  1-4g/l
* o2 globulines 9+3% 6-10¢g/l
SHN . P ' + PBglobulines  14+3% 6-13 g/l
+ vglobulines 16+4% 7-15¢g/1




3- Electrophorése des protéines sériques :
» Laprésenced’'un pic monoclonal a 'EPP serique est observée en cas de gammapathie

monoclonale (prolifération maligne d'un clone plasmocytaire) typage du

composant par IEP ou immunofixation

A | H
@ I Normal | Pic monoclonal

, Fraction % | | Fraction %
l | Albumine 54,0 l | Albumine 38,7
, | Alphai 2.6 , Alpha 1 3.7
Alpha 2 16,7 \ Alpha 2 13,2 A
| | Béa 9.6 | Béta 9.4 f\
7.1 [ | Gamma 35.0 " l

| | Gamma 1
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IV. Immuno-agglutination




IV- Immuno-agglutination :

a- Définition et principe :

»Technique sensible utilisant des anticorps agglutinants le plus souvent IgM, qui vont

interagir spécifiquement avec des antigénes présents a la surface d’'une particule ou cellule
(Ag particulaire) avec formation d’‘amas (agrégat) de particules visible a l'ceil nu ou au

microscope a faible grossissement

Negative result Positive result

wd N\ 7
_ am

Negative result Positive result
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IV- Immuno-agglutination :

b- Classification :

’ Agglutination
L 1- Agglutination active (directe)
[ 2- Agglutination passive (indirecte)

L 3- Inhibition de ’agglutination




IV- Immuno-agglutination :

1. Réactions d’agglutination directe:

s L'antigene est naturellement porté par une cellule (globule rouge, bactérie..)

o ”
S| Sk

L

Directe

Groupage ABO

, Reaction de Whright (Brucellose ) : Recherche indirecte des IgG et IgM anti-brucelles

Réaction de Widal et Felix : Recherche indirecte des anticorps anti- salmonelles




IV- Immuno-agglutination :

2. Réactions d’agglutination indirecte:

> Techniques permettant de visualiser les réactions Ag — Ac invisibles ou discrétes, en les

faisant bénéficier de la grande sensibilité des réactions d'agglutination.
» Deuxparticules support sont utilisees (cristaux de cholestérol, ou particules de latex)

» Lesglobulesrouges peuvent étre utilisés comme support , hémagglutination

:© © — = Antigéne soluble
- @

D*S"( Fixation de I'Ag soluble
:k = sur les globules rouges

@*é»w?* "
D SN

Réaction d’agglutination




2. Réactions d’agglutination indirecte:
Exemple d’application:

> Recherche du facteur rhumatoide (IgM anti-IgG) dans le séerum des malades atteints de

polyarthrite rhumatoide (maladie auto-immune) peut se faire par deux techniques:

% Reéaction de Waaler-Rose (hémagglutination)
4’ QO
Sérum contenant le

facteur rhumatoide
(1gM anti-IgG ) ???

GR du mouton sensibilisés
par des 1gG de lapin

Agglutination
Test positif




2. Réactions d’agglutination indirecte:
Exemple d’application:
> Recherche du facteur rhumatoide (IgM anti-IgG) dans le séerum des malades atteints de

polyarthrite rhumatoide (maladie auto-immune) peut se faire par deux techniques:

& Test au Latex

Sérum contenant le
facteur rhumatoide
(1gM anti-IgG ) ???

IgG fixées sur des
particules de latex

Agglutination
Test positif




IV- Immuno-agglutination :

3. Réactions d’inhibition de I’agglutination :

Principe:

N Techniques destinées a mettre en évidence un Ag, grace a des anticorps monoclonaux

specifiques

Exemple d’application :
N Test de grossesse : dosage de la f HCG (hormone chorionique gonadotrope ) :

glycoprotéine secrétée par la placenta (au début par le syncitiotrophoblsate)

» L'absence d’'une agglutination est en faveur d’un test de grossesse positif




3. Réactions d’inhibition de I’agglutination :
Femme enceinte Femme non enceinte
® PHCG || =
+ Urines 2 B
Ac ] . ¥ > 7
agglutinant » IgM anti-B HCG il A,
l o e o -
| l'l g o
n__® | GR ou particules de latex
n.- 2 /"_._' '.~
recouvertes d’hormone / /
o I .
s S X =
‘ \. . \ [\.] [.
Al W ] s
OI\. ).‘~, '."o:‘ -
g’ r‘,]
Absence d’agglutination (Réaction positive) Agglutination (Réaction négative)




4-Test de Coombs : (test a I'anti-globuline)

Exemple d'application :

- Incompatibilité rhésus foeto-maternelle dans le systeme rhésus (IgG anti-D)

% Test de Coombs direct:

N

Positive test result

Globule rouge du
nouveau né




4-Test de Coombs : (test a l'anti-globuline)
% Test de Coombs indirect:

s La fixation des IgG maternelles précede |'étape d'agglutination

e\ %\

Positive test result

o ! |,
0 @:%Miil

Globule rouge
Rhésus positif







