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La  présente  invention  concerne  un  dispositif  de  couplage  de 
deux  fibres  optiques  monomodes. 

Ce  dispositif  comporte  un  premier  tronçon  (1)  de  fibre 
optique  ayant  un  coeur  (11)  et  une  gaine  (21)  entourant  ce  coeur, 
et  un  second  tronçon  (2)  ayant  un  cœur  (12)  et  une  gaine  (22). 
Les  deux  tronçons  ont  été  polis  et  assemblés,  de  telle  manière 
que  les  deux  cœurs  (11)  et  (12)  soient  juxtaposés.  Le  cœur  (11)  a 
un  rayon  r1  et  le  cœur  (12)  a  un  rayon  r2.  Les  tronçons  de  fibres 
ont  été  choisis  de  telle  manière  que  r1  2  et  que  Δ  ni  <  Δ  n2,  où  Δ  n1 
représente  la  variation  d'indice  entre  le  cœur  (11)  et  la  gaine  (21  ), 
et  Δ  n2  la  variation  d'indice  entre  le  coeur  (12)  et  la  gaine  (22). 

Ce  dispositif  est  utilisé  pour  effectuer  du  multiplexage  et  du 
démultiplexage  pour  une  longueur  d'onde  de  couplage  λc 
donnée. 



La  p r é s e n t e   i n v e n t i o n   se  r a p p o r t e   à  une  é p r o u v e t t e   de  s é p a r a -  

t i o n   par  c e n t r i f u g a t i o n   d ' un   l i q u i d e   p h y s i o l o g i q u e   e t   de  c o l l e c t i o n  

d ' au   moins  un  des  c o n s t i t u a n t s   de  d e n s i t é   d o n n é e .  

La  c e n t r i f u g a t i o n   e s t   une  méthode  b ien   connue  pour  la  s é p a r a -  

t i o n   et  la  p u r i f i c a t i o n   de  c e l l u l e s ,   de  v i r u s   e t   de  p a r t i c u l e s   c e l -  

l u l a i r e s .   Géné ra l emen t   c e t t e   s é p a r a t i o n   s ' o p è r e   dans  un  m i l i e u   d e  

c e n t r i f u g a t i o n   c a p a b l e   d ' e n g e n d r e r   un  g r a d i e n t   de  d e n s i t é   c o n t i n u  

ou  d i s c o n t i n u   l o r s q u ' i l   e s t   soumis  à  la   fo rce   c e n t r i f u g e .   De  t e l s  

s u b s t a n c e s   sont   f a b r i q u é e s   notamment  par  Pharmacia   Fine  C h e m i c a l s  

AB  à  Uppsala   en  Suède  et  vendues  sous  l es   marques  de  commerce  " P e r -  

c o l l "   e t   " F i o o l l - P a q u e " .  

E n  p r a t i q u e  l e   temps  de  c e n t r i f u g a t i o n   n é c e s s a i r e   à  la   s é p a r a -  

t ion   des  p a r t i c u l e s ,   dans  un  m i l i e u   de  v i s c o s i t é   donnée,   e s t   une  f o n c -  

t i o n   de  la  h a u t e u r   de  la  co lonne   de  l i q u i d e   dans  le  tube  d ' a n a l y s e .  

Il  e s t   f r é q u e n t   que  l e s   p a r t i c u l e s   à  s é p a r e r   e t   à  e x t r a i r e   f o r -  

ment,  après   c e n t r i f u g a t i o n ,   une  couche  t r è s   mince,  de  l ' o r d r e   du  m i l -  

l i m è t r e   ou  même  moins.   I l   s ' e n s u i t   que  l ' e x t r a c t i o n   de  ces  p a r t i c u -  

l e s   c o n s t i t u e   une  o p é r a t i o n   d é l i c a t e   qui  r e q u i e r t   une  g rande   m i n u -  

t i e   et   de  l ' h a b i l i t é .   Ce t te   o p é r a t i o n   e s t   r é a l i s é e   manue l l emen t   e t  

son  a u t o m a t i s a t i o n   pose  évidemment  des  p roblèmes   au  n iveau   de  la  s e n -  

s i b i l i t é   des  moyens  n é c e s s a i r e s   pour  d é t e c t e r   une  couche  a u s s i   m i n -  

ce,  a i n s i   qu ' à   c e l u i   des  moyens  c a p a b l e s   d ' a s p i r e r   e x c l u s i v e m e n t   m a i s  

t o t a l e m e n t ,   ces  p a r t i c u l e s .  

Came  on  l ' a   vu  précédemment ,   la   r é d u c t i o n   du  d i a m è t r e   de  l ' é -  

p r o u v e t t e   c o n d u i r a i t   à  un  a l l o n g e m e n t   p r o p o r t i o n n e l   du  temps  de  c e n -  

t r i f u g a t i o n   n é c e s s a i r e   pour  o b t e n i r   la  s é p a r a t i o n .   Or,  une  augmen-  

t a t i o n   de  l ' é p a i s s e u r   de  la  couche  de  p a r t i c u l e s   d e v r a i t   ê t r e   t r è s  



s e n s i b l e   pour  p e r m e t t r e   d ' e f f e c t u e r   la   s é p a r a t i o n   e t   le  p r é l è v e m e n t  

a u t o m a t i q u e   de  t e l l e s   p a r t i c u l e s   en  u t i l i s a n t   des  moyens  de  d é t e c -  

t i o n   et   de  p r é l è v e m e n t   s i m p l e s .  

Outre   l ' a l l o n g e m e n t   du  tenps   de  c e n t r i f u g a t i o n ,   la   r é d u c t i o n  

du  d i a m è t r e   de  l ' é p r o u v e t t e   donne  une  moins  bonne  s é p a r a t i o n   qui  s e  

t r a d u i t   par  une  c o n t a m i n a t i o n   des  g l o b u l e s   rouges   par   des  l ymphocy-  

t e s  a i n s i   que  par  une  a u g m e n t a t i o n   du  nombre  de  c e l l u l e s   m o r t e s .  

I l   a  dé jà   é té   p roposé   dans  le  b r e v e t   US  3 . 5 1 3 . 9 7 6   de  former  u n e  

é p r o u v e t t e   avec  une  p a r t i e   i n t e r m é d i a i r e   de  s e c t i o n   s e n s i b l e m e n t   p l u s  

f a i b l e ,   dont  le   volume  et   la  p o s i t i o n   r e l a t i v e m e n t   aux  a u t r e s   p a r -  
t i e s   de  l ' é p r o u v e t t e   sont   c h o i s i s   pour  c o r r e s p o n d r e   à  peu  p r è s   à  l a  

p o r t i o n   de  volume  de  l e u c o c y t e s   con tenus   dans  un  é c h a n t i l l o n   c o r r e s -  

pondan t   au  volume  de  sang  que  peu t   c o n t e n i r   l ' é p r o u v e t t e   a i n s i   q u ' à  

la   p o s i t i o n   de  ces  l e u c o c y t e s   après   c e n t r i f u g a t i o n   de  l ' é p r o u v e t t e  

dont   l ' a x e   l o n g i t u d i n a l   e s t   o r i e n t é   r a d i a l e m e n t   par  r a p p o r t   à  l ' a -  

xe  de  r o t a t i o n .   I l   e s t   prévu  par  a i l l e u r s ,   d ' a j u s t e r   f i nemen t   le  n i -  

veau  des  l e u c o c y t e s   en  a j o u t a n t   du  mercure  dans  le  fond  de  l ' é p r o u -  

v e t t e .   La  c e n t r i f u g a t i o n   dans  une  t e l l e   é p r o u v e t t e   suppose  un  t r a n s -  

f e r t   des  composants   de  d e n s i t é s   d i f f é r e n t e s   à  t r a v e r s   l ' é t r a n g l e m e n t  

de  la  p a r t i e   i n t e r m é d i a i r e .   Si  ce t   é t r a n g l e m e n t   e s t   i n p o r t a n t ,   l a  

s é p a r a t i o n   par  c e n t r i f u g a t i o n   p e u t   s ' a v é r e r   p r a t i q u e m e n t   i r r é a l i s a -  

b le   ou,  pour  le  moins,   n é c e s s i t e r   un  a l l o n g e m e n t   t r è s   c o n s i d é r a b l e  

de  la  p é r i o d e   de  c e n t r i f u g a t i o n .  

I l   a  par  a i l l e u r s ,   é té   d é c r i t   par  Har ry   C u t t s   en  page  132  d e  

son  l i v r e   "Cel l   s é p a r a t i o n   methods  in  Hematology"  p u b l i é   par   A c a d e -  

mic  P r e s s   New  Y o r k  -   Londres   une  i n s t a l l a t i o n   comprenant   une  é p r o u -  

v e t t e   dans  l a q u e l l e   e s t   c e n t r i f u g é   le  sang.   C e t t e   é p r o u v e t t e   e s t   p l a -  
cée  à  l ' i n t é r i e u r   d ' u n   suppo r t   dont  le  fond  e s t   muni  d ' un   j o i n t   d e  

néop rène .   Une  a i g u i l l e   c r euse   e s t   enfoncée   à  t r a v e r s   le  fond  du  s u p -  

p o r t ,   le   j o i n t   néoprène   e t   la  p a r o i   de  l ' é p r o u v e t t e .   C e t t e   a i g u i l -  

le  e s t   r e l i é e   à  un  r é s e r v o i r   de  bromobenzène  lui-même  r e l i é   à  un  r é -  

s e r v o i r   d ' e a u   par  une  pompe  p é r i s t a l t i q u e .   En  panpan t   l ' e a u   dans  l e  

r é s e r v o i r   de  bromobenzène ,   c e l u i - c i   es t   c h a s s é   dans  l ' é p r o u v e t t e   à  

t r a v e r s   l ' a i g u i l l e   c r e u s e .   On  a  f i xé   au  sommet  de  l ' é p r o u v e t t e   un  

bouchon  con ique ,   dont   le  c e n t r e   e s t   t r a v e r s é   par  un  tube  de  p e t i t  

d i a m è t r e ,   qui  s e r t   à  r é c u p é r e r   l e s   d i f f é r e n t e s   phases   l i q u i d e s ,   a u  

fur  e t   à  mesure  q u ' e l l e s   sont   amenées  à  la  s o r t i e   de  ce  tube  de  p e -  



t i t   d i amè t r e   par  le  b r o m o b e n z è n e .  

I l   e s t   é v i d e n t   qu 'une   t e l l e   s o l u t i o n   ne  permet   pas  d ' e n v i s a g e r  

le  t r a i t e m e n t   a u t o m a t i q u e   de  s é r i e s   d ' é c h a n t i l l o n s ,   comme  cec i   d o i t  

ê t r e   f a i t   dans  des  l a b o r a t o i r e s   b i o - m é d i c a u x   des  h ô p i t a u x   e t   des  c e n -  

t r e s   de  t r a n s f u s i o n   s a n g u i n e ,   t a n t   les   o p é r a t i o n s   n é c e s s a i r e s   s o n t  

d é l i c a t e s .   En  o u t r e ,   une  t e l l e   s o l u t i o n   n é c e s s i t e   au  moins  la  v i d a n -  

ge  et   la  r e c h a r g e   p é r i o d i q u e   du  r é s e r v o i r   de  bromobenzène  e t   le  c h a n -  

gement  de  l ' a i g u i l l e   c r euse   d e s t i n é e   à  t r a v e r s e r   le  fond  de  l ' é p r o u -  

v e t t e ,   dans  la  mesure  où  c e l l e - c i   v i e n t   en  c o n t a c t   avec  l ' é c h a n t i l -  

lon  à  a n a l y s e r .   I l   e s t   encore   à  s i g n a l e r   que  le  bouchon  con ique ,   r a p -  

p o r t é   dans  l ' o u v e r t u r e   de  l ' é p r o u v e t t e ,   p r é s e n t e   des  a r ê t e s   v i v e s  

qui  sont   s u s c e p t i b l e s   de  c r é e r   des  remous  l o r s   de  l ' é c o u l e m e n t   d u  

l i q u i d e   à  a n a l y s e r   et  donc  de  mélanger   l es   d i f f é r e n t e s   phases   s é p a -  
r ées   par  la  c e n t r i f u g a t i o n .  

Le  but  de  la  p r é s e n t e   i n v e n t i o n   e s t   de  r eméd ie r   au  moins  en  p a r -  
t i e   aux  i n c o n v é n i e n t s   s u s m e n t i o n n é s   de  façon  à  f a c i l i t e r   le  p r é l è -  

vement  des  p a r t i c u l e s   s é p a r é e s   par  c e n t r i f u g a t i o n   sans  augmenter   l e  

temps  n é c e s s a i r e   à  la  s é p a r a t i o n   ou  a f f e c t e r   la  q u a l i t é   de  c e t t e   s é -  

p a r a t i o n ,   par  une  s o l u t i o n   qui  se  p r ê t e   p a r t i c u l i è r e m e n t   b ien   à  l ' a u -  

t o m a t i s a t i o n   de  ce  p r é l è v e m e n t .  

A  c e t   e f f e t ,   la   p r é s e n t e   i n v e n t i o n   a  pour  o b j e t   une  é p r o u v e t -  

te  de  s é p a r a t i o n   par  c e n t r i f u g a t i o n   d 'un   l i q u i d e   p h y s i o l o g i q u e   e t  

de  c o l l e c t i o n   d ' a u   moins  un  des  c o n s t i t u a n t s   de  d e n s i t é   donnée,   p r é -  

s e n t a n t   deux  p a r t i e s   de  s e c t i o n s   c i r c u l a i r e s   d i f f é r e n t e s   r e l i é e s   p a r  

une  p a r t i e   de  l i a i s o n   dont  la  s e c t i o n   passe   p r o g r e s s i v e m e n t   de  l ' u -  

ne  à  l ' a u t r e   d e s d i t e s   s e c t i o n s .   C e t t e   é p r o u v e t t e   e s t   c a r a c t é r i s é e  

par  le  f a i t   q u ' e l l e   e s t   ouve r t e   à  ses   deux  e x t r é m i t é s ,   l e s   s e c t i o n s  

de  ces  o u v e r t u r e s   c o r r e s p o n d a n t   a u x d i t e s   s e c t i o n s   r e s p e c t i v e s ,   l ' o u -  

v e r t u r e   p r é s e n t a n t   la  p lus   grande  de  ces  s e c t i o n s   formant   l ' e x t r é -  

mité   d 'un   c y l i n d r e   de  c e n t r i f u g a t i o n   qui  r e ç o i t   un  p i s t o n   a j u s t é   d e  

façon  é t a n c h e   et  l ' a u t r e   de  ces  o u v e r t u r e s ,   p r é s e n t a n t   la  p lus   p e -  
t i t e   s e c t i o n ,   c o n s t i t u a n t   l ' o u v e r t u r e   par  l a q u e l l e   l e s d i t s   c o n s t i -  

t u a n t s   s é p a r é s   dans  l e d i t   c y l i n d r e   peuvent   ê t r e   c o l l e c t é s ,   c o n s é c u -  

t i vemen t   au  dép lacement   d u d i t   p i s t o n   en  d i r e c t i o n   de  c e t t e   o u v e r t u -  

r e .  

L ' a v a n t a g e   de  l ' é p r o u v e t t e   o b j e t   de  l ' i n v e n t i o n   r é s i d e   e s s e n -  

t i e l l e m e n t   dans  son  au tonomie ,   p u i s q u ' e l l e   compor te   l es   é l émen t s   q u i  



p e r m e t t e n t   de  s é p a r e r   les   c o n s t i t u a n t s   par  c e n t r i f u g a t i o n   et   c e u x  

qui  p e r m e t t e n t   d ' amener   e n s u i t e   ces  c o n s t i t u a n t s   au  n iveau   de  l ' o u -  

v e r t u r e   de  s e c t i o n   r é d u i t e   en  vue  de  les   c o l l e c t e r ,   c e t t e   o u v e r t u -  

re  de  s e c t i o n   r é d u i t e   augmentant   c o n s i d é r a b l e m e n t   l ' é p a i s s e u r   d e s  

d i f f é r e n t e s   couches   e t   r é d u i s a n t   l eu r   i n t e r f a c e s   en  f o n c t i o n   du  c a r -  
ré  du  r a p p o r t   des  rayons  e n t r e   le  corps  c y l i n d r i q u e   de  l ' é p r o u v e t -  

te  e t   l ' o u v e r t u r e   de  s e c t i o n   r é d u i t e   où  se  f a i t   la  c o l l e c t e   de  c e s  

c o n s t i t u a n t s .   E l l e   se  p r ê t e   donc  b ien   à  une  i n s t a l l a t i o n   a u t a m a t i -  

que  qui  c o m p o r t e r a i t   un  p o s t e   de  c e n t r i f u g a t i o n   e t   un  p o s t e   de  c o l -  

l e c t i o n   des  c o n s t i t u a n t s   après   quoi  l ' é p r o u v e t t e   peu t   ê t r e   j e t é e ,  

vu  le  t r è s   f a i b l e   coût   q u ' e l l e   r e p r é s e n t e .  

La  f i g u r e   unique  du  d e s s i n   annexé  i l l u s t r e ,   s chéma t iquemen t   e t  

à  t i t r e   d ' exemple ,   une  forme  d ' e x é c u t i o n   d 'un   d i s p o s i t i f   pour  la  m i -  

se  en  oeuvre   du  prooédé  o b j e t   de  l ' i n v e n t i o n .  

Ce  d i s p o s i t i f   comporte   une  é p r o u v e t t e   1  t r a n s p a r e n t e   p r é s e n t a n t  

une  p a r t i e   la  de  d i a m è t r e   s u p é r i e u r   à  une  p a r t i e   lb ,   r e l i é e s   par  u n e  

p o r t i c n   Id  dans  l a q u e l l e   la  s e c t i o n   v a r i e   p r o g r e s s i v e m e n t .   Le  f o n d  

de  la  p a r t i e   la  e s t   c o n s t i t u é   par  un  p i s t o n   2  r e t e n u   par   un  r e b o r d  

1c.  Pour  l ' o p é r a t i o n   de  p r é l è v e m e n t ,   le   p i s t o n   2  e s t   d i s p o s é   c o a x i a -  

lement   à  une  t i g e   d ' e n t r a î n e m e n t   à  c r é m a i l l è r e   3  en  p r i s e   avec  u n  

p ignon  4  s o l i d a i r e   de  l ' a r b r e   de  s o r t i e   d ' un   moteur   é l e c t r i q u e   5  r e -  
l i é   à  un  pos t e   de  commande  6.  Ce  pos te   de  commande  e s t   r e l i é   à  u n e  

c e l l u l e   p h o t o - é l e c t r i q u e   7  d i s p o s é e   v i s - à - v i s   d 'une   sou rce   de  l u n i è -  

re  8,  ces  deux  é l é m e n t s   se  t r o u v a n t   de  p a r t   et   d ' a u t r e   de  la  p a r t i e  

1b  de  l ' é p r o u v e t t e   1  à  p r o x i m i t é   de  sa  s o r t i e   e t   s e r v a n t   à  d é t e c t e r  

le   n i v e a u   des  d i f f é r e n t s   p r o d u i t s   i s sus   de  la  s é p a r a t i o n   du  l i q u i -  

de  p h y s i o l o g i q u e   i n t r o d u i t   dans  l ' é p r o u v e t t e .   Deux  p o i n t e s   de  p i p e t -  

t e s   9  e t   10  son t   i n t r o d u i t e s   dans  l ' e x t r é m i t é   o u v e r t e   de  l ' é p r o u v e t -  

te  1  et   son t   r e l i é e s   au  p o s t e   de  commande  6.  L 'une   de  ces  p i p e t t e s  

e s t   d e s t i n é e   à  p r é l e v e r   l e s   p a r t i e s   de  l i q u i d e   s i t u é e s   a u - d e s s u s   d e  

la  couche  de  p a r t i c u l e s   à  p r é l e v e r   t a n d i s   que  l ' a u t r e   p i p e t t e   r e c u e i l -  

l e r a   ces  p a r t i c u l e s .  

E t a n t   donné  que  les   c o n s t i t u a n t s   du  l i q u i d e   c e n t r i f u g é   son t   d e s -  

t i n é s   à  ê t r e   r e c u e i l l i s   au  fur  e t   à  mesure  de  l eu r   écou lement   à  t r a -  

ve r s   l ' o u v e r t u r e   de  s o r t i e   de  l ' é p r o u v e t t e ,   l a   l ongueur   de  la  p a r -  
t i e   1b  e s t   sans  impor t ance   et   l ' o u v e r t u r e   de  s o r t i e   peut   donc  se  s i -  

t ue r   d i r e c t e m e n t   au  n iveau   où  la  p a r t i e   1d  a  sa  s e c t i o n   la  p lus   f a i -  



ble .   Par  a i l l e u r s ,   le  rebord   lc  d e s t i n é   à  r e t e n i r   le  p i s t o n   2  l o r s  

de  la  c e n t r i f u g a t i o n   n ' e s t   pas  i n d i s p e n s a b l e   dans  la  mesure  où,  l o r s  

de  la  c e n t r i f u g a t i o n ,   l ' é p r o u v e t t e   peu t   ê t r e   d i s p o s é e   dans  un  l o g e -  

ment  c y l i n d r i q u e   o r i e n t é   r a d i a l e m e n t   à  l ' a x e   de  c e n t r i f u g a t i o n   e t  

dont  le  fond,   t o u r n é   vers   l ' e x t é r i e u r ,   s e r t   lui-même  à  r e t e n i r   l e  

p i s t o n   2 .  

A  t i t r e   d ' e x e m p l e ,   le   d i s p o s i t i f   d é c r i t   peu t   ê t r e   u t i l i s é   e n  

vue  de  s é p a r e r   e t   de  p r é l e v e r   l e s   lymphocytes   d ' u n   é c h a n t i l l o n   d e  

sang  d 'un   p a t i e n t   en  vue  de  p r o c é d e r   à  un  t e s t   de  m o b i l i t é   é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e   macrophage  basé  sur  la   d é t e c t i o n   de  la  s e n s i b i l i t é   d e s  

lymphocytes   v i s - à - v i s   d 'un   a n t i g è n e   i s su   d ' une   t u m e u r .  

Le  r a p p o r t   e n t r e   l ' é p a i s s e u r   ou  la  h a u t e u r   de  la  couche  de  l y m -  

phocy t e s   et  sa  s e c t i o n   e s t   une  f o n c t i o n   i n v e r s e   de  la  q u a t r i è m e   p u i s -  

sance  du  d i a m è t r e   du  tube .   En  e f f e t ,   s i   h  =  h a u t e u r   de  la  c o u c h e ,  

s  =  s e c t i o n   t r a n s v e r s a l e   de  c e t t e   couche,   v  =  volume  de  la  c o u c h e ,  

ra  =  h / s ,   c  =  c o n s t a n t e ,   f  =  f o n c t i o n .  

En  p r a t i q u e ,   s i ,   par  exemple ,   le  d i a m è t r e   du  tube  d iminue  d e  

20  mm  à  5  mm  (un  f a c t e u r   de  4) ,   l a   h a u t e u r   de  la   couche  de  l y m p h o -  

cy t e s   augmente  d 'un   f a c t e u r   de  16,  s o i t   de  l ' o r d r e   de  2  mm  à  32  mm 

et   le  r a p p o r t   h/s   augmente  d 'un   f a c t e u r   de  256  ou  passe   de  0,006  à  

1 , 5 4 .  

Pour  r é a l i s e r   c e t t e   s é p a r a t i o n   et   ce  p r é l è v e m e n t   de  l y m p h o c y -  

tes   s e lon   l ' i n v e n t i o n ,   on  p rocède   t ou t   d ' a b o r d   s e l o n   la  t e c h n i q u e  

h a b i t u e l l e ,   à  s a v o i r ,   on  d i l u e   l ' é c h a n t i l l o n   de  sang  du  p a t i e n t ,   p a r  

exemple,   avec  une  s o l u t i o n   de  s e l s   de  Hank  (Hank's   BSS),  on  i n t r o -  

d u i t   e n s u i t e   5  ml  de  F i c o l l - P a q u e   (marque  déposée)   qui  e s t   une  s o -  



l u t i o n   aqueuse   de  d e n s i t é   1 , 0 7 7 1 0 , 0 0 1   g/cm3  c o n t e n a n t   5 ,7  g  de  F i -  

c o l l   400  qui  e s t   un  polymère   s y n t h é t i q u e   de  po ids   m o l é c u l a i r e   é l e -  

vé  (Mw  400  000)  de  s a c c h a r o s e   e t   d ' é p y c h l o r o h y d r i n e   f a c i l e m e n t   s o -  
l u b l e   dans  l ' e a u   e t   9  g  d 'un   agen t   a n t i - b a c t é r i e n ,   le  d i a t r i z o a t e  

de  sodium,  pour  100  ml,  dans  une  é p r o u v e t t e   1  de  20  ml.  On  a d d i t i o n -  

ne  e n s u i t e   10  ml  de  sang  d i l u é   dans  l ' é p r o u v e t t e   1.  On  c e n t r i f u g e  

c e t t e   é p r o u v e t t e   avec  son  axe  i n c l i n é   ou  h o r i z o n t a l   et  le   p i s t o n   2 

d i r i g é   vers   l ' e x t é r i e u r ,   à  400  g  d u r a n t   30  à  40  m i n .  

A  la  s u i t e   de  la   s é p a r a t i o n   par   c e n t r i f u g a t i o n ,   q u a t r e   c o u c h e s  

se  sont   formées  dans  l ' é p r o u v e t t e .   La  couche  s u p é r i e u r e   comporte   e s -  

s e n t i e l l e m e n t   le  p lasma,   e n s u i t e   v i e n t   la   mince  couche  c o m p r e n a n t  

des  l ymphocy te s ,   pu i s   le  m i l i e u   de  s é p a r a t i o n   formé  dans  ce t   exem-  

p l e   par  le  F i o o l l - P a q u e   et  e n f i n   l e s   g l o b u l e s   rouges  et  a u t r e s   p a r -  
t i c u l e s   c e l l u l a i r e s .   E n s u i t e ,   on  d i s p o s e   c e t t e   é p r o u v e t t e   1  v i s - à - v i s  

de  la  t i g e   d ' e n t r a î n e m e n t   à  c r é m a i l l è r e   3 .  

En  p o u s s a n t   le   p i s t o n   2  ve r s   le  h a u t ,   la   t i g e   d ' e n t r a î n e m e n t  

à  c r é m a i l l è r e   3  amène  le  sommet  de  la  couche  de  plasma  dans  la  p a r -  
t i e   r é t r é c i e   lb  de  l ' é p r o u v e t t e   1.  Lorsque  le  sommet  de  c e t t e   c o u -  

che  a r r i v e   v i s - à - v i s   du  d é t e c t e u r   p h o t o - é l e c t r i q u e   7,  le  pos t e   d e  

commande  6  met  en  marche  une  des  p i p e t t e s   9  e t   10  qui  e s t   d e s t i n é e  

à  a s p i r e r   le   plasma  au  fur   et  à  mesure   de  son  a s c e n s i o n   dans  la  p a r -  
t i e   lb  de  l ' é p r o u v e t t e .   Dès  que  l ' i n t e r f a c e   plasma  lymphocyte   a r r i -  

ve  au  n iveau   du  d é t e c t e u r   p h o t o - é l e c t r i q u e   7,  l e   pos t e   de  commande 

6  a r r ê t e   la  p i p e t t e   a s p i r a n t   le  p lasma  e t   met  en  marche  l ' a u t r e   p i -  

p e t t e   qui  a s p i r e   a l o r s   la   couche  de  lymphocytes   j u s q u ' à   ce  que  l e  

d é t e c t e u r   p h o t o - é l e c t r i q u e   7  d é t e c t e   l ' a r r i v é e   du  bas  de  c e t t e   c o u -  

che,   moment  auquel   la   p i p e t t e   a s p i r a n t   l e s   lymphocytes   e s t   a r r ê t é e  

a i n s i   que  le  moteur  5 .  

On  p rocède   a l o r s   au  l avage   d e s   lymphocytes   se lon   le  p r o c e s s u s  

c l a s s i q u e   qui  c o n s i s t e   à  a j o u t e r   de  nouveau  un  m i l i e u   é l e c t r o p h o r é -  

t i q u e   macrophage ,   à  c e n t r i f u g e r   à  250  g  pendan t   10  m i n u t e s ,   à  é l i -  

miner   le   l i q u i d e   s u r n a g e a n t   e t   à  r é p é t e r   c e t t e   o p é r a t i o n   a u t a n t   d e  

f o i s   que  n é c e s s a i r e ,   par  exemple  t r o i s   f o i s .  

E n s u i t e ,   l es   lymphocytes   s o n t   comptés ,   incubés   avec  l ' a n t i g è -  

ne  et   le  t e s t   de  m o b i l i t é   é l e c t r o p h o r é t i q u e   macrophage  s u s m e n t i o n -  

né  e s t   r é a l i s é .  

Des  e s s a i s   c o m p a r a t i f s   ont  é t é   r é a l i s é s   avec  le  sang  d 'un   d o n -  



neur  m a s c u l i n   en  u t i l i s a n t   la  méthode  manue l l e   de  p r é l è v e m e n t   a v e c  

é p r o u v e t t e   c l a s s i q u e   et  par  a i l l e u r s ,   en  u t i l i s a n t   é g a l e m e n t   la  m é -  

thode  de  p r é l è v e m e n t   manue l le   mais  avec  l ' é p r o u v e t t e   o b j e t   de  la  p r é -  

s en t e   i n v e n t i o n .  

Un  é t a l o n n a g e   des  composants   du  sang  à  t e s t e r   a  é té   r é a l i s é   p a r  
d i f f é r e n t s   comptages  au  mic roscope   et  en  é t a b l i s s a n t   la  moyenne  d e  

ces  comptages .   Le  comptage  moyen  des  g l o b u l e s   b l a n c s   basé  sur  s i x  

comptages  d i s t i n c t s   a  donné  6650  c e l l u l e s / m m 3   ou  6,65  x  106/ml.   On 

a  e n s u i t e   d é t e r m i n é   le  taux  moyen  de  l ymphocy tes   à  l ' a i d e   de  t r o i s  

comptages ,   ce  qui  a  donné  52%  de  lymphocytes   s o i t   6,65  x  52%  x  1 0 6 / m l  

=  3 ,46   x  1 0 6 .  

E n s u i t e ,   on  a  p rocédé   à  la   c o l l e c t i o n   des  l ymphocy tes   à  l ' a i -  

de  de  l ' é p r o u v e t t e   o b j e t   de  l ' i n v e n t i o n ,   en  u t i l i s a n t   un  é c h a n t i l -  

lon  de  10  ml  de  sang  d i l u é   à  50%  dans  une  s o l u t i o n   de  s e l s   de  Hank  

(Hank's  BSS)  et   t r a i t é   p r é a l a b l e m e n t   à  l ' h é p a r i n e   c o n t r e   la  c o a g u -  
l a t i o n .   On  a  p lacé   ces  10  ml  dans  une  é p r o u v e t t e   dont   le   corps   l a  

a  20,3  mm  de  d i a m è t r e   et   l ' o u v e r t u r e   de  s o r t i e   de  la  p a r t i e   lb  8  mm 

en  a j o u t a n t   5  ml  de  F i c o l l - P a q u e   (marque  d é p o s é e ) .   On  a  p l a c é   c e t -  

te  é p r o u v e t t e   dans  un  suppo r t   c y l i n d r i q u e   dont   le  fond  p r é s e n t e   u n e  
o u v e r t u r e   de  d i a m è t r e   i n f é r i e u r   à  c e l u i   du  p i s t o n   2  e t   on  a  c e n t r i -  

fugé  ce t   é c h a n t i l l o n   à  400  g  pendant   35  m i n u t e s .  

E n s u i t e ,   on  a  p l acé   l ' é p r o u v e t t e   sur  un  a p p a r e i l   muni  d 'une   t i -  

ge  d ' e n t r a î n e m e n t   à  c r é m a i l l è r e   3,  mais  la  c o l l e c t e   a  é t é   r é a l i s e r  

manue l lement   au  n iveau   de  l ' o u v e r t u r e   de  s o r t i e   de  l ' é p r o u v e t t e .   On 

a  c o n s t a t é   que  le  dép l acemen t   de  la  couche  de  l ymphocy tes   e s t   o b t e -  

nu  avec  une  r emarquab le   s t a b i l i t é   de  ses  i n t e r f a c e s .  

Les  r é s u l t a t s   ob tenus   sont   3,07  x  106/ml  de  g l o b u l e s   b l a n c s   t o -  

t a l   dont   92%  de  lymphocytes   s o i t   un  rendement   de  3,07  x  9 2 / 3 , 4 6  =  

81,6%  par  r a p p o r t   au  comptage  d e  r é f é r e n c e ,   avec  moins  de  2%  de  c e l -  

l u l e s   m o r t e s .  

Le  même  t e s t   r é a l i s é   avec  une  é p r o u v e t t e   c l a s s i q u e   a  donné  2 , 4  

x  106/ml  de  g l o b u l e s   b l ancs   t o t a l   dont  82%  de  l ymphocy te s   s o i t   u n  
rendement   de  2,4  x  82 /3 ,46   =  56,8%  et   e n v i r o n   1%  de  c e l l u l e s   m o r t e s .  

A  t i t r e   i n d i c a t i f ,   le  f a b r i c a n t   du  F i c o l l - P a q u e ,   l e s   l a b o r a t o i -  

res  Pharmacia   Fine  Chemicals   AB,  i nd ique   un  rendement   normal   de  50% 

+  15%. 

On  c o n s t a t e   que  l ' é p r o u v e t t e   o b j e t   de  l ' i n v e n t i o n   permet   d ' o b -  



E p r o u v e t t e   de  s é p a r a t i o n   par  c e n t r i f u g a t i o n   d 'un  l i q u i d e   p h y -  

s i o l o g i q u e   et  de  c o l l e c t i o n   d ' au   moins  un  des  c o n s t i t u a n t s   de  d e n -  

s i t é   donnée,   p r é s e n t a n t   deux  p a r t i e s   de  s e c t i o n s   c i r c u l a i r e s   d i f f é -  

r e n t e s   r e l i é e s   par  une  p a r t i e   de  l i a i s o n   dont  la   s e c t i o n   passe   p r o -  
g r e s s i v e m e n t   de  l ' u n e   à  l ' a u t r e   d e s d i t e s   s e c t i o n s ,   c a r a c t é r i s é e   p a r  
le   f a i t   q u ' e l l e   e s t   ouve r t e   à  ses   deux  e x t r é m i t é s ,   l e s   s e c t i o n s   d e  

ces  o u v e r t u r e s   c o r r e s p o n d a n t   a u x d i t e s   s e c t i o n s   r e s p e c t i v e s ,   l ' o u v e r -  

t u r e   p r é s e n t a n t   la  p lus   grande  de  ces  s e c t i o n s   formant   l ' e x t r é m i t é  

d 'un  c y l i n d r e   de  c e n t r i f u g a t i o n   qui  r e ç o i t   un  p i s t o n   a j u s t é   de  f a -  

çon  é t a n c h e   et  l ' a u t r e   de  ces  o u v e r t u r e s   p r é s e n t a n t   la   p lus   p e t i t e  

s e c t i o n ,   c o n s t i t u a n t   l ' o u v e r t u r e   par   l a q u e l l e   l e s d i t s   c o n s t i t u a n t s  

s é p a r é s   dans  l e d i t   c y l i n d r e   peuven t   ê t r e   c o l l e c t é s ,   c o n s é c u t i v e m e n t  

au  dép lacement   dud i t   p i s t o n   en  d i r e c t i o n   de  c e t t e   o u v e r t u r e .  
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