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Savez-vous différencier un test diagnostique et un test 
sérologique ?
Quelles informations nous apportent-t-ils ? 
Sont-ils équivalents ? 
Savez-vous faire la différence entre antigène et 
anticorps ? 

Article de l’INSERM Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, 07 mai 2020,  

https://presse.inserm.fr/tests-diagnostiques-et-tests-serologiques-quel-role-dans-la-lutte-contre-la-
pandemie-de-covid-19/39379/



DÉMARCHE TECHNOLOGIQUE : RÉPONDRE AU 
BESOIN DE TESTER LA PRÉSENCE DU VIRUS OU DE 
TESTER LA PRÉSENCE D’ANTICORPS

Test diagnostique - PCR

 Suis-je contaminé par le 
SARS-CoV-2 actuellement ?

Prélèvement nasopharyngé

Test sérologique - ELISA

 Ai-je été contaminé par le SARS-
CoV-2 dans le passé ? 

Prise de sang

Recherche des anticorps anti-SARS-
CoV-2 dans le sérum du patient

* SARS-CoV-2 : Severe Acute Respiratory Syndrome (Syndrome Respiratoire 
Aigü Sévère) – CoronaVirus – 2 



STRUCTURE DE LA LEÇON

Présentation de la 
méthode ELISA

Procédure 
expérimentale 

Analyse des 
résultats 



Anticorps : molécule capable de réagir avec 
un antigène

Protéine : immunoglobuline (Ig)

4 chaînes d’acides aminés 
 2 chaînes lourdes identiques (H « heavy »)  X X

 2 chaînes légères identiques (L « light »)   X X

LES ACTEURS DE LA 
MÉTHODE ELISA : LES 
ANTICORPS

Représentation 
des chaînes 
carbonées 
Structure 3D 

Représentation 
schématique 
en Y

Anticorps circulant humain, spécifique de l’antigène
SARS-CoV-2 : Protéine S



LES ACTEURS DE LA 
MÉTHODE ELISA : LES 
ANTICORPS

Représentation 
en chaînes 
carbonées

Représentation 
schématique 
en Y

S S

Anticorps

4 chaines d’acides aminés 
 2 chaines lourdes identiques (H)  X X

 2 chaines légères identiques (L)   X X

Reliées par des ponts disulfures

Partie 
constante

Partie variable  reconnaît 
spécifiquement l’antigène

Anticorps circulant humain, spécifique de l’antigène
SARS-CoV-2 : Protéine S

Glycoprotéine S 
= Spike

Protéines de 
capside N
liées à l’ARN

Protéine de
membrane 

Hémagglutinine 
estérase HE



LES ACTEURS DE LA 
MÉTHODE ELISA : LES 
ANTICORPS

Anticorps circulant humain, spécifique de l’antigène
SARS-CoV-2 : Protéine S

Représentation 
en chaînes 
carbonées

Représentation 
schématique 
en Y

Anticorps ou immunoglobuline 

4 chaines d’acides aminés 
 2 chaines lourdes identiques (H)  X X

 2 chaines légères identiques (L)   X X

Partie 
constante

Partie variable  reconnaît 
spécifiquement l’antigène

S S



Partie variable de l’anticorps  Paratope

Sur les antigènes  Épitopes 

Prenons deux virus de la famille des 
Coronavirus : 

hCOV-229E                             SARS-CoV-2

LA RÉACTION ANTIGÈNE 
ANTICORPS DE LA 
MÉTHODE ELISA

Partie variable 
Reconnaissance spécifique et 
liaison antigène-anticorps

Rhume Pandémie Covid 19



PRÉSENTATION DE LA MÉTHODE 
ELISA

• Test d’immunoadsorption mettant en jeu une 
enzyme liée

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

• Pour détecter un anticorps ou un antigène
• Pour doser un anticorps ou un antigène

✔But d'un test ELISA 



DOSAGE DES 
ANTICORPS ANTI-
SARS-COV-2 DANS LE 
SÉRUM DES PATIENTS 

IgM : Anticorps sécrétés par 
l’organisme lors du premier 
contact avec l’antigène

 infection récente

IgG : Anticorps sécrétés après 
l’infection

 le contact avec le virus 
est plus ancien

Patient 
commence à se 
rétablir



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : AJOUT DE L’ANTIGÈNE

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : INCUBATION-
ADSORPTION

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
ÉLIMINATION DES ANTIGÈNES NON ADSORBÉS 

Légendes

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : AJOUT DE LA 
CASÉINE

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : INCUBATION –
SATURATION DES SITES ASPÉCIFIQUES 

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes

-



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
RETRAIT DES PROTÉINES DE SATURATION NON 
FIXÉES

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : SATURATION DES 
SITES ASPÉCIFIQUES 

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes

La saturation permet de bloquer les sites 
aspécifiques 
 adsorption des antigènes UNIQUEMENT
La saturation permet d’éviter les faux positifs 
Résultats exploitables



CRÉER UNE GAMME D’ÉTALONNAGE

Connaître le lien entre deux grandeurs : 

• Absorbance du produit coloré à λopt

• La concentration en produit coloré (équivalente 
à celle en anticorps)

➥ Avoir des solutions de concentration en anticorps 
différentes et connues

➥ Dilutions successives de raison 2 

➥ Dilution au demi du tube précédent

Absorbance 
à λopt

log(ρAnticorps)



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : GAMME 
D’ÉTALONNAGE

Dans les premières cupules : 

Création d’une gamme de concentration décroissante en anticorps par des 
dilutions successives : 

A1 B1 C1 D1

A1 B1 C1 D1

Volume de solution
étalon de travail
d’anticorps (µL)
Volume de tampon
de dilution (µL)
Volume redistribué
(µL)

Dilution cumulée
1

2
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Dans les premières cupules : 

Création d’une gamme de concentration décroissante en anticorps par des 
dilutions successives: 

A1 B1 C1 D1

Volume de solution
étalon de travail
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Volume de tampon
de dilution (µL)
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Volume redistribué
(µL)
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Dilution cumulée
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PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : GAMME 
D’ÉTALONNAGE



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : AJOUT DES 
SOLUTIONS D’ANTICORPS ET DU SÉRUM DU PATIENT

Anticorps anti-
Protéine S de 
SARS-CoV-2

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes A1 B1 C1 D1

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patientGamme 

Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-épitope 
d’un autre virus



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : INCUBATION –
RÉACTION ANTIGÈNE-ANTICORPS 

Anticorps anti-
Protéine S de 
SARS-CoV-2

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes A1 B1 C1 D1

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patientGamme 

Témoin de 
spécificité 



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
ÉLIMINATION DES ANTICORPS NON FIXÉS

Anticorps anti-
Protéine S de 
SARS-CoV-2

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes A1 B1 C1 D1
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SARS-CoV-2 du 
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Témoin de 
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PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
ÉLIMINATION DES ANTICORPS NON FIXÉS

Anticorps anti-
Protéine S de 
SARS-CoV-2

Protéine de 
saturation : caséine

Antigène (protéine 
S de SARS-CoV-2)

Légendes A1 B1 C1 D1

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patientGamme 

Témoin de 
spécificité 



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : AJOUT DES 
ANTICORPS DE RÉVÉLATION – ANTICORPS LIÉS À 
UNE ENZYME

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patient

Gamme Témoin de 
spécificité 

Anticorps secondaire 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay = 
Test d’immunoadsorption mettant en jeu une 
enzyme liée

Enzyme = catalyseur biologique spécifique 
d’un substrat et d’une réaction



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LES ANTICORPS 
SECONDAIRES SE LIENT À L’ANTICORPS PRIMAIRE

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patient

Gamme Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-anticorps 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation

Anticorps 
primaire

Anticorps 
secondaire

Antigène  

Édifice moléculaire :



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
ÉLIMINATION DES ANTICORPS SECONDAIRES NON 
FIXÉS

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patient

Gamme Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-anticorps 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation

Édifice moléculaire :

Anticorps 
primaire

Anticorps 
secondaire

Antigène  



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : LAVAGE –
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FIXÉS

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine
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Recherche des 
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SARS-CoV-2 du 
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Enzyme de révélation 

Édifice moléculaire :

Anticorps 
primaire

Anticorps 
secondaire

Antigène  



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : RÉVÉLATION PAR 
RÉACTION ENZYMATIQUE DE COLORATION 

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patient

Gamme Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-anticorps 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation 

S

P

Anticorps 
primaire

Anticorps 
secondaire

Antigène  



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : RÉVÉLATION PAR 
RÉACTION ENZYMATIQUE DE COLORATION 

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Recherche des 
anticorps anti 

SARS-CoV-2 du 
patient

Gamme Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-anticorps 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation 

P

S
S

S S

S

Anticorps 
primaire

Anticorps 
secondaire

Antigène  



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : RÉVÉLATION PAR 
RÉACTION ENZYMATIQUE

Anticorps anti-Protéine S 
de SARS-CoV-2

Protéine de saturation : caséine

Antigène (protéine S de SARS-
CoV-2)

Légendes

Gamme 
Témoin de 
spécificité 

Anticorps anti-anticorps 
couplé à une enzyme

Enzyme de révélation 

S
S

S S

S

Recherche des anticorps 
anti SARS-CoV-2 du 

patient



IMPORTANCE DES TÉMOINS
DANS LA PROCÉDURE
Témoin de spécificité :

Contient des anticorps non spécifiques à l’antigène 
de SARS-CoV-2

 doit donner un résultat négatif

Démontre que l’antigène utilisé se lie uniquement 
aux anticorps spécifiques recherchés dans le sérum 
du patient.

TOUJOURS analyser les témoins pour valider la technique.

Témoin de 
spécificité 



IMPORTANCE DES TÉMOINS
DANS LA PROCÉDURE

TOUJOURS analyser les témoins pour valider la technique.

Témoin d’efficacité :

Contient assurément les anticorps recherchés  

 doit donner un résultat positif

Démontre que le réactif antigénique utilisé reconnaît et se lie aux anticorps 
spécifiques



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : DÉTECTION PAR 
RÉACTION ENZYMATIQUE



PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE : DÉTECTION PAR 
RÉACTION ENZYMATIQUE

Gamme Témoin 
Anticorps anti SARS-

CoV-2 du patient

Cupules A1 B1 C1 D1 E1 F1 Témoin Test

Absorbance 1,024 0,936 0,840 0,543 0,338 0,175 0,032 0,964



ANALYSE DES RÉSULTATS –
ENCADREMENT DU RÉSULTAT
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ELISA : Courbe d'étalonnage
Absorbance dans la cupule 
« patient » A = 0,964

Trouver sur la courbe les 
deux valeurs qui encadrent 
le logarithme de la 
concentration en anticorps 
anti-SARS-CoV-2 du patient.



ANALYSE DES RÉSULTATS –
ENCADREMENT DU RÉSULTAT
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ELISA : Courbe d'étalonnage
Absorbance dans la cupule 
« patient » A = 0,964

Trouver sur la courbe les 
deux valeurs qui encadrent 
le logarithme de la 
concentration en anticorps 
anti-SARS-CoV-2 du patient.

2,5< log (ρanticorps; sérum patient)<3

10
2,5

< ρanticorps; sérum patient < 10
3

A = 0,964



ANALYSE DES RÉSULTATS –
RÉGRESSION LINÉAIRE

y = 0,5888x - 0,708
R² = 0,9925
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ELISA : gamme d'étalonnage
y = 0,5888x - 0,708
Abs = 0,5888·log(ρAc)- 0,708

Pour déterminer la 
concentration en anticorps
dans le serum (test) : 

log( 𝜌𝐴𝑐) =
𝐴𝑏𝑠 + 0,708

0,5888

Absorbance du test : 0,964

Quelle est la concentration 
exacte en anticorps anti-
SARS-CoV-2 dans le sérum du 
patient ? 

A = 0,964

log (ρ anticorps 

; sérum patient ) 
= 2,8



ANALYSE DES RÉSULTATS –
RÉGRESSION LINÉAIRE
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log( 𝜌𝐴𝑐) =

𝐴𝑏𝑠 + 0,708

0,5888

Absorbance du test : 0,964

Quelle est la concentration en 
anticorps dans le sérum du 
patient ? 

log( 𝜌𝐴𝑐;𝑠é𝑟𝑢𝑚) =
0,964 + 0,708

0,5888

log( 𝜌𝐴𝑐;𝑠é𝑟𝑢𝑚) = 2,84

𝜌𝐴𝑐;𝑠é𝑟𝑢𝑚 = 102,84

𝜌𝐴𝑐;𝑠é𝑟𝑢𝑚 = 691 𝑈𝐴



CONCLUSION
Méthode immunoenzymatique (protéine hybride) 

Dans la méthode ELISA mise en œuvre dans l’exemple d’aujourd’hui : 
 Le patient possède des anticorps anti-protéine S de SARS-CoV-2

 Dosage des anticorps

Il existe d’autres types d’ELISA 
 Doser/détecter 

 Anticorps/antigène 

Ne pas confondre : test sérologique ≠ test antigénique

ELISA 
 Recherche les anticorps 
dans le sérum d’un patient

Test rapide : diagnostique
 Recherche les antigènes dans le 
prélèvement nasopharyngé d’un patient



POINTS CRITIQUES ET CAUSES D’ERREUR
Saturation des sites aspécifiques 

• Eviter les adsorptions non 
spécifiques dans la cupule

Temps d'incubation 

• Adsorption des molécules 
• Reconnaissance et liaison

Lavages

• Élimination des réactifs en excès 

Pipetages de microvolumes

• Gamme et linéarité

Dilution en cascade

• Calculs de facteurs de dilution
• homogénéisation

Réaliser et analyser les témoins

• Rôle
• Résultats attendus 



ETES-VOUS PRÊT À ÊTRE 
TECHNICIEN DE LABORATOIRE 

D’ANALYSE MÉDICALE  ? 

 Effectuer ou 
réceptionner des 
prélèvements et prendre 
en charge des analyses de 
biologie médicale 

Profession réglementée

BTS Analyses de Biologie 
Médicale 

BTS Biotechnologies

BTS Bioanalyses et 
contrôle

DUT Génie Biologique 
(ABB)
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PRÉFÉREZ-VOUS ÊTRE TECHNICIEN 
DE LABORATOIRE EN RECHERCHE ET 

DÉVELOPPEMENT 

OU QUALITICIEN EN BIOINDUSTRIE ? 

 Créer de nouveaux 
réactifs comme la protéine 
hybride

BTS Biotechnologies 
(Recherche)

DUT Génie Biologique 
(ABB)

 Assurer la qualité des 
bioproductions

BTS Bioqualité
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