	Mise en situation et recherche à mener

	On souhaite mettre en évidence la spécificité de la réaction    ANTIGENE – ANTICORPS  par la méthode de l’immunodiffusion


	Ressources

	Document : La méthode Outcherlony
La méthode Outcherlony est basée sur la diffusion de molécules (Antigènes=Ag et Anticorps= Ac) à partir de puits creusés dans le milieu gélosé d’une boîte de Pétri.  Chaque molécule est déposée individuellement dans un puits. La vitesse de diffusion de chaque molécule dans la gélose dépend de sa taille.
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La reconnaissance spécifique d’un Ac avec un Ag conduit à la formation d’un complexe Ag-Ac = complexe immun insoluble  qui bloque alors la migration de chacune des molécules et apparaît sous forme d’un arc de précipitation observable directement ou après coloration.

Document : Préalable au test d’immunodiffusion
  Il a été injecté à un lapin de l’albumine bovine (BSA), détectée comme un antigène par le système immunitaire du lapin. Trois semaines plus tard, le sérum du lapin est prélevé,  il contient des anticorps anti-albumine bovine, dont on veut démontrer  la spécificité  par la méthode de double diffusion d’Outcherlony (ODD) .
NB : BSA = Bovine sérum albumine (en anglais) = albumine de bœuf (en français)
L’albumine est une protéine du sang qui participe au maintien des volumes des liquides du corps et véhicule des hormones. L’albumine est présente chez tous les mammifères.
	Matériel envisageable :
1. une boîte de Pétri (6 cm de diamètre) contenant un milieu gélosé ; 

2. un tube emporte-pièce pour faire des puits dans la gélose 
3.  un marqueur (pour marquer la boîte de Pétri), 
4. une micropipette avec embouts, 
5. Microtubes :
· solution contenant le  sérum du  lapin immunisé contenant les Ac anti-BSA
· sérum de porc contenant entre autre de l’albumine de porc (PSA)
· sérum de chèvre contenant  entre autre de l'albumine de chèvre (CSA)
· sérum de bœuf complet (contenant entre autre l’albumine de bœuf)
· sérum de bœuf  dépourvu BSA (contenant d’autres protéines du sang de bœuf mais pas l’albumine) 
· témoin négatif : eau distillée
· témoin positif contenant l’albumine de bœuf  pure (BSA)



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

	Proposer une démarche d’investigation en utilisant le matériel à disposition et la fiche document, permettant de mettre en évidence la spécificité de la réaction Antigènes- Anticorps.

Appeler l’examinateur pour vérifier votre proposition et obtenir la suite du sujet.
Votre proposition peut s’appuyer sur un document écrit (utiliser les feuilles de brouillon mises à votre disposition) et/ou être faite à l’oral.


Accompagnement Personnalisé : préparation à l’ECE.
	Etape 2 : Mettre en œuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables



	Mettre en œuvre le protocole en respectant scrupuleusement les étapes et les consignes.
Appeler l’examinateur pour obtenir les résultats.



	Etape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer



	Sous la forme de votre choix, traiter les données obtenues pour les communiquer. 

Répondre sur la fiche-réponse candidat, appeler l'examinateur pour vérification de votre production.



	Etape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au problème



	 Exploiter les résultats  pour répondre à la problématique.
Répondre sur la fiche-réponse candidat.




Fiche réponse – candidat (recto) 

	Établissement :      

                                                                                                                                                                                                                                    Classe :
	Nom :  

                                                                                                                                                                                                                                                         Prénom :

	Étape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

Durant cette étape, appeler l'examinateur pour vérification de votre production


À rendre à l’issue de l’épreuve
Fiche réponse – candidat (verso) 

	Étape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au problème




Protocole

I-Préparation d’un gel d’agar (= gélose) à couler dans une boite de Pétri pour test d’Ouchterlony

1. organiser votre plan de travail pour manipuler proprement et en suivant les consignes de sécurité ;

2. peser dans la coupelle 0,2 g d’agar prélevé à l’aide de la spatule ;

3. verser 14 ml d’eau distillée puis l’agar dans le bécher et mélanger soigneusement l’agar avec l’agitateur ;

4. chauffer le mélange en remuant à la baguette en verre jusqu’à ce que le mélange devienne limpide et arrêter 20 à 30s après le début de l’ébullition ;

5. retirer à l’aide de la pince en bois, attendre quelques secondes que le bécher refroidisse afin de pouvoir le saisir sans se brûler ;

6. utiliser le bécher pour vider l’agar chaud dans les boites de Pétri (le volume doit vous permettre de couler 2boites), soit une hauteur de 4 mm environ ;

7. égaliser le niveau et supprimer rapidement les bulles ;

8. laisser la boite refroidir sans mettre le couvercle ;

9. ne pas remuer la boîte avant prise du gel d’agar : au moins 5 mn.

II- Préparation du test

1. utiliser le gabarit de perçage qui vous est fourni pour creuser à l’aide du tube emporte pièce les puits nécessaires dans le gel d’agar (boite fournie);

2. éliminer les disques de gel avec le cure-dent si nécessaire.

Appeler le professeur au moment du remplissage des puits.

III- Réalisation des dépôts
1. Identifier chaque puits;

2.  déposer à l’aide d’une micropipette  20 (L  par puits (attention : ne jamais déborder les puits et éviter tout contact entre les solutions ; il est indispensable d’utiliser un embout  par solution et à partir de cette étape proscrire tout retournement de boite)

· la solution contenant l’anticorps dans le puits central 
· les solutions contenant les antigènes dans les puits périphériques.

3.  Laisser la boîte ouverte à la température de la salle pendant 1/2 h.
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