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La présente invention concerne la mise en
évidence au niveau des cellules humaines, sous forme
de tissu ou de cellules épithéliales en phase liquide, -
de la présence d'antigénes de spécificité pneumocoque XIV.

Les travaux des demandeurs ont montré que
la présence ou l'absence d'un antigéne du type précité
constitue un critére d'évaluation pronostique des tumeurs
malignes. C'est & la surface des cellules de tissu
humain, ou sur les cellules de prélévements en suspension
liquide que 1'on recherche cet antigéne.

La présente invention a pour but de parvenir
4 un procédé de détection de la présence d'antigénes
pneumocoque XIV dans un prélevement de cellules humaines,
c'est-a-dire soit sur une coupe histologique soit sur des
cellules humaines isolées dans un milieu liquide, ce
procédé devant pouvoir €tre mis en oeuvre non pas seulement
par un chercheur mals aussi par un laboratoire médical
standard, ou par un praticien ayant besoin d'un résultat
immédiat et fiable lui permettant d'établir un diagnostic
slr et de préconiser dans les meilleurs délais une
thérapeutique appropriée. L'invention a également pour
but de parvenir a des prodults permettant une mise en
oeuvre faclle et filable du procédé.

Selon l'invention, le premier but précité est
atteint par le fait gu'on met un prélévement de cellules
humaines en présence d'anticorps monospécifiques pneumo-
coque XIV de fagon & provoquer la fixation de tels
anticorps sur les antigénes éventuels du prélévement puils,
aprés écoulement du temps nécessalre i cette fixation
(temps d'exposition), on élimine par lavage du prélévement,
les anticorps non fixés sur ce prélévement et l'on décele
optiquement la présence éventuelle d'un agent marqueur
avec lequel on a préalablement marqué - directement ou in-
directement - les anticorps, ce marquage ayant lieu soit
avant ladite fixation des anticorps aux antigenes
éventuels soit aprés celle-ci et étant, dans ce dernier cas,
suivi d'un autre lavage.

Considéré sous un aspect schématique, le procédé
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selon l‘invention, tel qu'il est énoncé ci-avant, peut
8tre présenté sous la forme d'une gamme opératoire au
sein de laquelle on trouvera toujours,

a) un marquage (direct ou indirect) d'un anticorps
monospécifique pneumocoque XIV,

b) une exposition du prélevement aux antlcorps
monospécifiques pneumocoque XIV,

c¢) au moins un lavage, et

d) une détection de la présence éventuelle de 1l'agent
marqueur, :
cet ensemble d'opérations intervenant soit dans 1l'ordre
a), b), ¢), d) soit dans 1l'ordre b), c), a),c)d), cela sans
exclure (dans l'un et l'autre cas) 1l'interposition d'opé-
rations annexes supplémentaires telles qu'apport d'un
tampon approprié, mise en suspension du prélevement,
centrifugation, filtrage, ete, comme exposé plus loin.

Il est clair que si l'on décéle la présence de
l'agent marqueur sur le prélévement, cela signifie que le
prélévement comporte, & la surface des cellules quil 1le
composent, des antigénes de spécificité pneumocoque XIV
puisque les anticorps ont été fixés et que ces anticorps
sont monospécifiques de l'antigéne précité. On voit done
gue le procédé selon 1l'invention permet d'aboutir & des
conclusions sfQres.

Qutre cette fiabilité, le procédé selon
1'invention posséde aussi une grande simplicité car les
opérations qu'il implique sont simples et & la portée d'un
petit laboratoire médical standard, ou d'un praticien.

Ce carac%gﬁé}ggliQ%%%ention est encore plus
évident si 1'opération de marquage (opération "a" dans la
présentation schématique indiquée plus naut) est effectuée
4 l'avance, par exemple dans un laboratolre industriel.
Ainsi, le procédé selon l'invention peut &€tre mis. en
oeuvre par plusieurs opérateurs, A savoir un opérateur
éventuellement industriel préparant a l'avance les
anticorps marqués, et un opérateur (petit laboratoire,
praticien) qui recoit d'une part ces anticorps marqués
et d'autre part le prélevement et exécute les autres
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opérations du procédé, lequel se présente a4 lui sous une
forme encore plus simple.

Dans une forme de réalisation préférée de
1'invention, 1'agent marqueur est une substance fluo-

/paxr exemp. ,
rescente (/isothiocyanate de fluorescéine)} ou rhodamine
(par exemple isothiocyanate de tétraméthylraodamine),
et c'est par un examen Sous exposition a un rayonnement
ultraviolet avec des filtres appropriés qu'on décele
optigquement la présence ou 1l'absence éventuelle de cet
agent marqueur.

Comme déja indiqué, le marquage de l'anticorps
peut €tre fait directement ou indirectement. Dans ce
dernier cas (marquage indirect), c'est par l'intermédiaire
d'un deuxigme anticorps que le marquage de 1'anticorps
est réalisé, on marque directement ce deuxiéme anticorps
et on le fixe au premier anticorps. Ce deuxiéme anticorps
est avantageusement sous la forme d'un sérum anti- 7
immunoglobuline, lequel peut €tre éventuellement marqué
34 l'avance par un fournisseur industriel, ce qui offre
de grands avantages de simplicité pour un utilisateur
accomplissant les autres opérations du procédé.

Le procédé selon l'invention est non seulement
fiable, simple et aisé mais aussi "flexible" c'est-a-dire
capable d'@re mis en oeuvre sur divers types de préléve-
ments : coupes histologiques ou cellules isolées en
suspension dans un milieu liquide.

Si le prélevement est une coupe nistologique,
la gamme opératoire comporte avantageusement un déparaf-
finage de cette coupe histologique, une rehydratation
par des bains successifs d'alcool 3 titrage décroissant,
puis une stabilisation gpar un séjour de 1l'ordre de quel-
ques minutes (par exemple 10 & 15 minutes) dans 1'acétone,
suivie du lavage de la coupe histologique effectué d'apord
dans une solution & environ 0,5 M de NaCl comportant avan-
tageusement une faible quantité d'un détergent non ionique,
puis dans au moins un bain tamponné & pH de 1'ordre de
7,2 & 7,3, ensuite, de préférence aprés un séchage, on
procéde 3 la mise en présence de la coupe histologique et

d'anticorps monospécifigues pneumocogue XIV (que l'on a
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marqués préalablement ou concomitamment aux opérations
précédentes) et, au début de cette exposition de la
coupe 4 l'anticorps, on ajoute une trés petite quantité
d'un colorant histologique (par exemple du bleu Evans),
puis on procéde au lavage éliminant les anticorps non
fixés sur la coupe histlogique, ce lavage étant de préférence
effectué avec une solution tamponnée & environ pH 7,2 &
7,3, aprés quol on séche la coupe histologique et on la
monte comme connu pour examen au microscope a fluorescence,
et c'est par un examen sous un tel microscope que l'on
décele optiquement la présence ou l'absence de 1l'agent
marqueur,

La gamme opératoire précitée concerne le cas
ol le marquage de l'anticorps a eu lieu avant sa mise
en présence du prélévement. Si ce marquage a lieu apreés
cette mise en présence, la gamme opératoire peut alors
comporter les opérations Suivantes, toujours dans le cas
d'une coupe histologique : déparaffinage de la coupe
histologique, rehydratation, puis stabillsation par un
sé jour de quelques minutes (par exemple 10 & 15 minutes)
dans l'acétone, puls lavage de la coupe histologlque,
d'abord dans une solution & environ 0,5 M de NaCl comportant
avantageusement une faible quantité d'un détergent non
ionique, puis dans au moins un bain tamponné a pH de
1'ordre de 7,2 4 7,3, ensuite avantageusement un séchage,
puls la mise en présence de la coupe histologique et des
anticorps monospécifiques pneumocoque XIV aprés laquelle
intervient - aprés un nouveau lavage - l'application
(2 la coupe histologique) d'un antisérum anti-
immunoglobuline que l'on a marqué prélablement ou concomi-
tamment aux opérations précédertes), et la suite des
opérations comporte un séchage de la coupe histologique
puis le montage de celle-ci pour un examen au microscope
34 fluorescence et enfin l'examen par voie optique de la
présence ou de l'absence de l'agent marqueur.

Le prélevement peut @tre constitué par des
cellules humaines en phase liquide. En d'autres termes,
le prélevement peut &tre constitué par des cellules
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humaines mises en suspension aprés avoir été recueillies
dans des humeurs (urines, liquide d'ascite, liquide
pleural...), ou aprés avoir été recueillies par divers
procédés de prélévement, ce sont alors par exemple des

- cellules d'un frottis cervico-vaginal mises en
suspension dans un milieu adéquat;

- cellules de lavage bronchique recueillies aprés
une broncoscopie;

- cellules d'expectoration mises en suspension dans
un milieu adéquat, ou, d'une fagon générale;

- toutes cellules, épithéliales ou non, recueillies
et mises en suspension.

Pour ce type de prélévement, le procédé selon
l'invention comporte, avant la mise en présence des
anticérps monospécifiques pneumocoque XIV et du prélé-
vement, au moins une centrifugation de la suspension
de cellules humaines épithéliales pour former un "culot"
ou agglomérat cellulaire, La mise en suspension des
cellules s'effectue avantageusement dans une solution
tamponnée 4 environ pH 7,2 & 7,3, et la centrifugation est
avantageusement suivie d'une remise en suspension du
premier culot formé, de l'addition d'un détergent non
ionique, puis d'une deuxiéme centrifuigation pour former
un deuxiéme culot cellulaire gui est celui que l'on met
en présence des anticorps monospécifiques pneumocoque XIV,

La mise en évidence de l'antigéne pneumocoque
XIV par détection de la présence de 1l'agent marqueur peut
8tre effectuée de deux fagons différentes lorsque le
prélévement est constitué de cellules humaines, par
exemple épithéliales, recueillies et mises en suspension
comme indiqué plus haut.

Selon une premiére possibilité, c'est dans un
appareil automatique connu sous le nom de "Cell Sorter"
(appareil automatique & analyser et trier les cellules)
que l'examen a lieu. Dans ce cas, la mise en présence du
culot cellulaire et des anticorps monospécifiques pneu-

mocoque XIV est suivie d'unemwuvelle centrifugation en phase

ligquide faisant office de lavage, puis d'une remise en
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suspension, et c'est sous la forme de la suspension ainsi
obtenue gue le prélévement est examiné dans 1'appareil
"Cell Sorter" sus-mentionné.

L'autre possibilité de mise en évidence de la
présence de l'antigéne par détection optique de la présence
de l'anticorps, dans le cas d'un prélévement ce cellules
humaines mises en suspension, est le recours au microscope
34 fluorescence, Pour cela, la mise en présence du culot
cellulaire et des anticorps'monospécifiques pneumocogue
XIV est suivie ou accompagnée de l'addition d'un colorant
et sulvie d'une remise en suspension, faisant office
de lavage, dans une solution tamponnée a pH 7,2 & 7,3
que l'on filtre, de préférence sur une membrane filtrante,
aprés quoi on monte le filtrat en tant que préparation pour
examen microscopique, et 1'on examine, au microscope a
fluorescence ce filtrat que 1l'on a avantageusement laissé
sur la membrane filtrante., Cette membrane filtrante est
avantageusement un filtre connu sous le nom de "Millipore".

Le mot Bntisérum" qui est utilisé dans le
présent texte et dans les revendications sert a désigner,
d'une fagon générale, des anticorps - quelle que soit leur
origine (homme, animal, cultures cellulaires, etc.) - que
1'homme de l'art sait préparer et qui sont utilisés en
suspension.

L'invention a également pour objet des produits,
encore inconnus comme produits de fabrication systématique
pour mettre en oeuvre le nouveau procédé dans 1'une ou
l'autre des modalités envisagées, Pour la mise en oeuvre
du procédé dans les modallités avec marquage préalable
et direct des anticorps, l'invention prévoit un récipient
contenant un antisérum monospécifique pneumocoque XIV mar-
qué par une substance fluorescente telle que isothiocyanate
de tétraméthylrhodamine ou isothiocyanate de fluorescéine,
Cet antisérum étant éventuellement accompagné par un
colorant histologique tel que le bleu Evans en quantité
au moins suffisante pour obtenir un renforcement avantageux
du contraste optique. Ce colorant dilué, non indispensable,
peut &tre contenu dans un autre récipient. Eventuellement,
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il peut @tre contenu dans le méme récipient que l'amisérum
qu'il accompagne.

Pour mettre en oeuvre le procédé dans les
modalités avec marquage indirect, 1l'invention prévoit
un jeu de produits comportant : un premier récipient
contenant un antisérum anti-immunogliobuline marqué par
un agent fluorescent tel que l'isothiocyanate de tétra-
méthylrhodamine ou l'isothiocyanate de fluorescéine, cet
antisérum étant éventuellement accompagné par un colorant
histologique tel que 1le bleu Evans en quantité appropriée
comme plus haut et un deuxiéme récipient contenant un
antisérum monospécifique pneumocoque XIV. Le colorant
histologique dilué peut €tre contenu dans un autre
récipient adjoint aux deux autres.

Eventuellement, il peut &tre contenu dans le
méme récipient que l'antisérum qu'il accompagne.

Il est & noter que dans tous les cas un apport
de bleu Evans excédant la_quantité précitée n'est pas
préjudiciable,

, De tels prodults peuvent €tre vendus sous forme
de jeux ou ensembles de produits comportant en outre
au moins une seringue pour filtration et une membrane
filtrante y adaptable (pouvant par exemple &tre montée
sur la sortie de cette seringue).

Les caractéristiques et avantages de 1l'invention
apparaltront plus compldtement % la lecture de quelques
exemple non limitatifs décrits ci-aprés.

Pour commencer, 1l'invention sera expligquée
schématiquement en se reférant &4 la figure unique du
dessin annexé illustrant les phénomé&nes provoqués par
la mise en oeuvre de 1l'invention,

La référence 1 désigne une cellule avec son
antigéne, tandis que la référence 2 désigne un anticorps
monospécifique contenu dans un antisérum monospécifique
pneumocoque XIV, pas encore marqué, mis en présence de
cette cellule 1. La référence 3 désigne le coris résultant
de la fixation de l'anticorps 2 sur la cellule 1. La
réfrérence 4 désigne un marqueur, par exemple une
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anti-imminoglobuline marquée mise en présence du corps 3,
c'est-a-dire mise en présence de la cellule 1 (prékvement)
aprés fixation de l'anticorps 2. La référence 5 désigne

le corps complexe résultant de la fixation de l'anti-

- immunoglobuline marquée sur le corps 3. On comprend que

si, aprés élimination compléte (par lavage) de tous les
éléments 2 et 4 non fixés, l'examen optique révele la
présence d'éléments 4 fixés, cela indique la présence
d'une cellule avec antigene, 1.

Si 1'on opdre au moyen d'un antisérum déja
marqué, c'est alors un corps composé, formé par la fixation
d'un marqueur 4 & un anticorps 2 (antisérum) que 1l'on
met en présence de la cellule avec antigéne, 1, pour obtenr
finalement le corps complexe 5 identifiable optliquement.
Exemple 1 7

Pour mettre en évidence la présence (ou 1l'absence)
de l'antigéne de spécificité pneumocoque XIV sur une
préparation histologiqué, on opére comme sut :

i) D'abord, en opérant selon les techniques
habituelles connues, on confectionne une préparation
histologique déparaffinée, non colorée. Ensuite, la
préparation est avantageusement trempée dans des bains
successifs d'alcool & titrage décroissant, puls stabilisée
dans un bain d'acétone pendant 10 & 15 minutes aprés quoi
on la lave comme suit : dans un premler temps on lave
la lame dans une solution & 0,5 mole de NaCl et 0,1%
d'un détergent non ionique (par exemple le produit commer-
clalisé sous le nom de Tween, ou tout autre produit
équivalent), pendant 15 minutes environ. Dans un deuxidme
temps, on passe la lame dans trois bains difrférents,
avantageusement tamponnés a p¥ 7,2-7,3 (un tampon
phosphate commercialisé sous le nom de P.B.S. convient
parfaitement pour cela). La durée totale de ce lavage
est de 15 minutes,.

ii) Par ailleurs on a marqué, préalablement ou
concomitamment, un antisérum monospécifique pneumocoque
XIV, ce marquage étant effectué en luil apportant une
substance fluorescente tel que 1l'isothiocyanate de
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tétraméthylrnodamine ou l'isothiocyanate de fluorescéine.

iii) Aprés séchage de la lame (c'est-i-dre de la
préparation histwlogique), on la place dans une bolte
métallique, & plat sur un porte-objet et on la recouvre
avec l'antisérum marqué (quelques gouttes suffisent). La
durée de l'exposition & l'antisérum peut atteindre 30
minutes, voire davantage sans que cela puisse nuire i la
réaction). Au début de 1l'exposition, on ajoute gquelques
gouttes de solution & 1/1000 de bleu Evans (colorant
histologique).

iv) Aprés cela, on lave la préparation, de préférence
dans plusieurs bains successifs de solution tamponnée
a pH 7,3 (5 minutes & chaque fois).

v) Ensuite, on sévhe la préparation histologique que
l'on monte de facon connue avec une goutte de glycérol
placée sur une lamelle quli est collée sur la préparation.

vi) On exécute ensuite une lecture au microscope
sous éclairage correspondant au type du marqueur, c'est-

S

" a~-dire sous éclairage UV du miroscope a fluorescence, avec

filtre approprié, selon un mode opératoire connu.
Exemple 2

Le prélévement est une coupe histologique et
l'on exécute les opérations i) de l'exemple 1, puis on fait
sécher la lame, on la place dans une bolte métallique &
plat sur un porte-objet et on la recouvre d'antisérum
monospécifique pneumocoque XIV non marqué (quelques gouttes
suffisent). La durée de l'exposition peut atteindre
30 minutes ou plus,

On lave ensuite la préparation, puis, pour
marquer indirectement les anticorps de l'antisérum fixés
au prélévement, on applique un sérum anti-immunoglobuline
que l'on a préparé préalablement ou concomitamment aux
opérations précédentes. Cette opération peut aussi &tre
considéré comme une une deuxiéme exposition.

Ensuite on exécute les opérations iv), v) et vi)
de 1'exemple 1.

Exemple 3

Pour mettre en évidence la présence ou 1l'absence

(e}

<
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de l'antigeéne de spécificité pneumocoque XIV sur un
prélevement constitué par des cellules humalnes recuelllies
et mises en suspension, on opére comme suit :

i) Dans une premidére phase, les cellules sont
recueillies sur un milieu liquide fixateur et stabilisateur
connu en sol comme tel,

Dans une deuxiéme phase, on centrifuge la sus-
pension cellulaire ainsi obtenue (par exemple pendant
5 minutes & 5000 tours/min.). On récupére le culoft cellu-
laire dans un milieu liquide comprenant un tampon phosphate
de type PBS (90%) associé a un détergent non ionigue (10%)
tel que, par exemple, le produit commerclalisé sous le
nom de Tween,

Dans une troisiéme phase, on centrifuge & nouveau
la suspension cellulaire ainsi obtenue et 1'on récupére
le "culot" (c'est-a-dire l'agglomérat de cellules résultant
de la centrifugation).

1i) Par allleurs, on a effectué 1'opération ii)

.de l'exemple 1.

iii) On ajoute au culot obtenu aprés centrifugation
1'antisérum marqué. Cette addition est faite de préférence
en volume égal & celul du culot.

iv) Aprés mise en présence du prélévement et de
1'antisérum et maintien (exposition) pendant 10 & 30 mhutes
(ou plus), ou centrifuge de nouveau la suspension cellulaire
dans un tampon phosphate de type P.B.S., cette opération
constituant un lavage et formant un nouveau "culot™
cellulaire. On recueille ce culot cellulaire et on le
remet en suspension dans un tampon de type P.B.S., puils
cette suspension (ou un échantillon de celle-ci) est
passée 3 la machine connue sous le nom de Cell Sorter
(appareil automatique connu, pour l'analyse etle classement
des cellules), et cette machine exécute la dtection finale,
Exemple 4 s

I1 s'agit encore d'un prélévement de cellules
mises en suspension. Toutefois, c'est au microscope a
fluorescence que la détection finale doit 8tre faite.

On exécute les opérations i) & iii) de l'exemple 3
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et, lors de l'opération iii, on ajoute un colorant connu
(Bleu Evans) & l'antisérum,

Aprés maintien en présence du prélévement et
de l'antisérum, on éIimine l'excés d'antisérum et de
colorant en procédant & un lavage qui s'effectue par
centrifugation dans une solution tampon de type P.B.S.

Le culot formé est ensuite remis en suspension
dans 5 cm3 d'un tampon phosphate (P.B.S.), Cette suspension
est filtrée sur un filtre connu sous le nom de "Millipore",
Pour ce filtrage, 11 est avantageux de placer la suspension
dans une seingue avec laquelle on force le milieu liquide
&4 traverser ce filtre connu qui est une membrane en matidre
plastique munie de pores dont le calibre maximal est en
rapport avec la taille des cellules du prélévement (ce filtre
est donc un filtre sélectif).

Avec du glycérol, on colle ensuite, sur une
lame de verre, la membrane filtrante (Millipore) portant

-les cellules retenues. Ensuite, on applique une lamelle

pour examen microscopique, en interposant une goutte de
glycérol entre le Millipore et cette lamelle.

On procéde ensuite & une lecture au microscope
a2 fluorescence, '

Comme on le voit, lorsqu'il s'agit d'un prélave-
ment de cellules, par exemple épithéliales, mises en
suspension, le lavage peut &tre réalisé en effectuant
une mise en suspension, puls une centrifugation (en milieu
ligquide), ce qui permet de récupérer un "culot" de cellulks
lavées. Bien entendu, l'addition d'un adjuvant détergent
(Tween par exemple) avant la centrifugation peut etre
avantageuse, '

L'invention admet de nombreuses variantes de
mise en oeuvre que l'homme de l'art pourra imaginer 3 la
lumiere des explications et des exemples présentés,
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1.- Procédé de détection de la présence ou de
l'absence d'antigines de sépcificité pneumocoque XIV dans
un prélévement de cellules humaines, caractérisé par le
fait qu'on met le prélévement en présence d'anticorps
monospécifiques pneumocoque XIV de fagon & provoquer, la
fixation de tels anticorps sur les antigénes éventuels
du prélevement, puls apr2s écoulement du temps nécessaire
4 cette fixation (temps d'exposition), on élimine - par
lavage du prélévement - les anticorps non fixés sur ce
prélevement et 1l'on décéle optiquement la présence éven-
tuelle d'un agent marqueur avec lequel on a préalablement
marqué - directement ou indirectement - les anticorps, ce
marquage ayant lieu soit avant ladite fixation des anti-
corps aux antigénes éventuels, soit aprés celle-cl et
étant, dans ce dernier cas, suivi d'un autre lavage.

2.~ Procédé selon la revendication 1, caractérisé
par le fait que l'agent marqueur est une substance
fluorescente telle que fluorescéine ou rhodamine, et
que c'est par un examen sous exposition & un rayonnement
ultraviolet que 1'on décéle optiquement la présence ou
1'absence éventuelle de cet agent marqueur.

3.~ Procédé selon la revendication 1 ou 2,
caractérisé par le fait que le marquage des anticorps
est effectué indirectement, 4 savolr par l'intermédiaire
de deuxiémes anticorps que 1l'on marque directement et que
l'on fixe aux premiers anticorps ces deuxiémes anticorps
étant sous la forme d'un sérum anti-immunoglobuline,

4, - Procédé selon l'une quelconque des reven-
dications précédentes, caractérisé par le fait gue le
marquage des anticorps est falt avant mise en présence
du préleévement et des anticorps monospécifiques
pneumocogue XIV. ,

5.- Procédé selon l'une quelconqgue des reven-
dications 1 & 3, caractérisé par le fait que le marquage
par 1l'agent marqueur est effectué apres le lavage
succédant & la mise en présence du prélevement et des anti-

corps monospécifiques pneumocogue XIV, et ce marquage
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est lui m8me suivi d'un autre lavage effectué avant 1'opé-
ration de détection optique.

6.~ Procédé selon 1l'une quelconque des revern-
dications 1 & ¥, caractérisé par le fait que le prélé-
vement est une coupe histologique que 1l'on déparaffine,
rehydrate, puis statilise par un séjour dans 1l'acétone
suivi d'un lavage de la coupe histologique effectué
d'abord dans une solution & environ 0,5 M de NaCl comportant
avantageusement une faible quantité d'un détergent non
ionique, puls effectué dans au moins un bain tamponné a pH
de l'ordre de 7,2 & 7,3, et, de préférence aprés un séchage,
on procdéde & la mise en présence de la coupe histologique
et d'anticorps monospécifiques pneumocoque XIV que l'on
a marqué préalablement ou concomitamment aux opérations
précédentes, et,
au plus tard au début de cette exposition de la coupe
4 1l'antisérum, on ajoute de préférence une trés petite
quantité d'un colorant histologique, aprés quoi on
procéde au lavage éliminant les anticorps non fixés a la
coupe histologique, ce lavage étant de préférence effectué
avec une solution tamponnée a environ pH 7,2 & 7,3, apres
quol on séche la coupe histologique et on la monte comme
connu pour examen au microscope a fluorescence, et c'est
par un examen sous un tel microscope que l'on décéle opti-
quement la présence ou l'absence de 1l'agent marqueur,

T.- Procédé selon les revendications 1, 3 et 5,
caractérisé par le fait que le prélévement est une coupe
histologique que l'on déparaffine, rehydrate, puils stabilise
par un séjour dans l'acétone suivi d'un lavage de cette
coupe histologique effectué d'abord dans une solution &
environ 0,5 M de NaCl comportant avantageusement une falble
quantité d'un détergent non ionique, puis dans au moins
un bain tamponné & pH de l'ordre de 7,2 & 7,3, aprés quoi
on exécute la mise en présence de la coupe histologique
et des anticorps, monospécifiques pneumocoque XIV apres
laquelle intervient -aprés un nouveau lavage - l'applica-
tion (& la coupe histologique) d'un antisérum anti-
immunéglobuline que l'on a marqué préalablement ou
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concomitamment aux opérations précédentes, et, aprés un
séchage de la coupe histologique, on monte celle-ci

pour un examen au microscope 4 fluorescence, et c'est
par un examen Ssous un tel microscope que 1'on déceéle
optiquement la présence ou l'absence de 1'agent marqueur.

8.- Procédé selon 1l'une quelconque des reven-
dications 1 & 5, caractérisé parle fait que le prélévement
est constitué par des cellules humaines que
1'on met en suspension, aprés quoli on centrifuge pour
former un culot ou amas cellulaire que 1l'on extrait pour
le mettre en présence des anticorps monospécifiques
pneumocoque XIV, les opérations de lavage étant faltes sous
1a forme d'un mise en suspension suivie d'une centrifugation
dans un milieu liquide que l'on sépare ensuite du culot
formé par la centrifugation.

9.- Procédé selon la revendication 8, caractérisé
par le fait que la mise en suspension inithle a lieu dans
une solution tamponnée & environ pH 7,2 - 7,3, et que la
centrifugation initiale est suivie d'une remise en
suspension du premier culot formé, d'une addition d'un
détergent non-ionique, puils d'une deuxiéme centrifugation
pour former un deuxiéme culot cellulaire quli est celui que
1l'on met en présence des anticorps monospécifiques
pneumocoque XIV,

10.- Procédé selon la revendication 8 ou 9, carac-
térisé par le fait que la mise en présence du culot cellu-
laire et des anticorps monospécifiques pneumocoque XIV
est suivie d'une nouvelle centrifugation en phase liquide,
faisant office de lavage, puis d'une remise en suspension
et que c'est sous la forme de la suspension ainsi obtenue
que le prélevement est examiné optiquement dans un
appareil automatique connu sous le nom de Cell Sorter.

11.- Procédé selon la revendication 8 ou 9,
caractérisé par le fait que la mise en présence du culot
cellulaire et des anticorps monospécifiques pneumocogue
XIV est suivie ou accompagnée de la mise en présence d'un
colorant ajouté, et suivie d'une remise en suspension
faisant office de lavage dans une solution tamponnée 2
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environ 7,2 a4 7,3 qué l'on filtre de préférence sur une
membrane filtrante, aprés quoi on monte le filtrat en

tant gue préparation pour examen microscopique et 1l'on
examine, au microscope & fluorescence, ce filtrat cellulaire
que l'on a avantageusement laissé sur la membrane filtrante,

12.- Produit pour mettre en oeuvre le procédé
selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé par le fait qu'il comporte un récipient
contenant un antisérum monospéecifique prneumocoque XIV
et par le fait que cet antisérum est marqué par une subs-
tance fluorescente telle qu'isothiocyanate de tétraméthyl-
rhodamine ou isothiocyanate de fluorescéine, cet anti-
sérum étant éventuellement accompagné par un colorant
histologique tel que le bleu Evans en quantité susceptible
de renforcer le contraste optique.

13.- Jeu de produits pour mettre en oeuvre
le procédé selon 1l'une gquelconque des revendications
1 & 11, caractérisé par le fait qu'il comporte un premier
récipient contenant un antisérum monospécifique pneumocoque
XIV et un deuxiéme récipient contenant un antisérum
anti-immunogobuline marqué par un agent fluorescent tel
qu'isothiocyanate de tétraméthylrhodamine ou isothiocyanate
de fluoresceine, cet antisérum étant éventuellement accom-
pagné par un colorant histologique tel que le bleu Evans
en quantité susceptible de provoquer le renforcement du
contraste optique,

14,- Jeu de produits selon l'une quelconque des
revendications 12 ou 13, caractérisé par le fait que le
colorant histologique est contenu dans un autre récipient,
lequel est accompagné bar au moins une seringue et au
moins unemembrane filtrante montée, ou apte & &tre montde,
sur la sortie de cette seringue.

15.- Produits selon l'une gqueleconque des
revendications 12, 13 ou 14, caractérisé par le fait que
le colorant histologique est contenu dans le récipient
de l'antisérum qu'il accompagne.
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