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(57) Спосіб виділення імунокомпетентних клітин
молозива, що включає видалення жиру, розділен-

ня клітин на градієнти щільності і отримання су-
спензії імунокомпетентних клітин, який відрізня-
ється тим, що одразу після отримання молозиво
розводять 0,1 М фосфатним буфером рН 7,4 у
співвідношенні 1:3 з додаванням інгібітору контри-
калу в дозі 50 одиниць на кожні 10 мл молозива, а
після розділення клітин осмотичний та онкотичний
баланс нормалізують розведенням суспензії клітин
в сироватці великої рогатої худоби.

Галузь техніки до якої відноситься винахід:
медична, ветеринарна імунологія.

Спосіб включає проведення наступних опера-
цій:

- розведення, нейтралізація колостральних
протеаз та стабілізація проб молозива;

- знежирення та отримання суспензії клітинних
елементів молозива;

- виділення імунокомпетентних клітин на гра-
дієнті щільності фіколу та верографіну при питомій
щільності 1, 077;

- отримання суспензії імунокомпетентних клі-
тин.

Відомо технічне рішення [1] спосіб виділення
та отримання соматичних, в тому числі імуноком-
петентних клітин молозива і молока, який базуєть-
ся на знежиренні і наступному центрифугуванні
досліджуваного матеріалу. Але це рішення не за-
безпечує достатньої життєздатності клітин моло-
зива і молока в суспензії в зв'язку з агресивним
впливом ензимів молозива і дисбалансом осмоти-
чного тиску.

Прототипом технічного рішення є спосіб виді-
лення імунокомпетентних клітин молозива і моло-
ка тварин, який включає знежирення, центрифугу-
вання, розділення та очистку суспензій клітин для
цитологічного аналізу [2]. Але спосіб-прототип не
зменшує агресивного впливу ферментів молозива
на функцію і структуру імунокомпетентних клітин,
не відновлює осмо-онкотичну рівновагу в суспензії
перед отриманням цитологічних препаратів. Пе-

релічені недоліки значно знижують точність і пов-
ноту  виділення   імунокомпетентних клітин моло-
зива.

Технічною задачею корисної моделі є ство-
рення ефективного способу виділення імуноком-
петентних клітин молозива, який дозволяє забез-
печити високу життєздатність клітин, що
виділяються з молозива, підвищити на цій базі
точність оцінки клітин, зменшити технічні помилки
при їх підрахунку та ідентифікації, забезпечити
отримання високоякісних суспензій імунокомпете-
нтних клітин для подальших імунологічних дослі-
джень.

Вирішення поставленої задачі шляхом запро-
понованого „Способу..." дозволяє на новому більш
досконалому технологічному (методологічному)
рівні вирішити економічно та соціально важливе
завдання - отримання імунокомпетентних клітин
молозива для розробки ефективних методів захи-
сту новонародженого молодняку.

При здійсненні запропонованої корисної моде-
лі („Способу...) завдяки його суттєвим ознакам
вперше можна досягти якісно нового технічного
результату, з такими новими властивостями:

- Розведення молозива одразу після отриман-
ня 0,1М фосфатним буфером у співвідношенні 1:3
зменшує ензиматичну напругу (концентрацію фе-
рментів) в молозиві і, таким чином, покращує збе-
реження життєздатних клітин, які не ушкоджуються
цими ензимами.

- Розведення молозива одразу після отриман-
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ня 0,1М фосфатним буфером при pH7,4 забезпе-
чує фізіологічний характер середовища щодо кис-
лотно-лужного балансу, що складає фізіологічний
оптимум для імунокомпетентних клітин і сприяє їх
високій життєздатності.

- Додавання інгібітора ензимів контрикала в
дозі 50 од. на кожні 10см3 молозива ефективно
зменшує ензиматичну активність гідролізних фер-
ментів молозива, що сприяє зменшенню пошко-
джуючого впливу ферментів на імунокомпетентні
клітини і підвищенню їх життєздатності.

- Розведення після розділення клітин виділе-
ної суспензії сироваткою великої рогатої худоби
нормалізує осмотичний та онкотичний баланс в
суспензії і забезпечує підвищення життєздатності
клітин.

Загалом наведені суттєві ознаки корисної мо-
делі забезпечують досягнення її мети: отримання
суспензій імунокомпетентних клітин молозива з
більш високою життєздатністю клітин, покращени-
ми можливостями ідентифікації клітин на основі
збереження їх структури та функцій.

Спосіб виділення імунокомпетентиих клітин
молозива включає проведення наступних опера-
цій: розведення, нейтралізація колостральних про-
теаз та стабілізація проб молозива; знежирення та
отримання суспензії клітинних елементів молози-
ва; виділення імунокомпетентних клітин на градіє-
нті щільності фіколу та верографіну при питомій
щільності 1, 077; отримання суспензії імунокомпе-
тентних клітин.

Від лактуючих корів в перші 72 години після
отелення відбирають зразки молозива об"ємом по
50-100мл і розводять холодним поживним середо-
вищем RPMI 1640, Ігла, середовищем 199 або
0,15М фосфатним буфером pH7,4 з додаванням
інгібіторів протеаз (наприклад, 50од. контрикалу на
кожні 10мл молозива). Отриманий матеріал доста-
вляють в лабораторію при температурі +4°С на
протязі до 2 годин. Зразки знежирюють триразо-
вим послідовним центрифугуванням при 400g і
переносять в інші флакони, які повторно центри-
фугують, а з осаду готують суспензії клітин моло-
зива для подальших досліджень. Для збереженос-
ті функціональних та структурних характеристик
контролюють температуру (близько +4°С), фізіоло-
гічну осмомолярність суспензії, точне витримуван-
ня відповідного показника pH 7,35 та онкотичну
рівновагу. Відмиті шляхом подвійного центрифугу-
вання клітини нашаровують на градієнт фіколу з
верографіном і після центрифугування відбирають
лейкоцитарний шар. Відібрані клітини вносять в
1мл сироватки ВРХ, ретельно ресуспендують та
готують мазки на предметних скельцях подібно до
мазків крові.

Проведення досліджень за запропонованим
методом дозволяє максимально точно ідентифіку-
вати та визначати кількісний склад імунокомпетен-
тних клітин в молозиві. Існуючі в результатах до-
сліджень різних авторів певні невідповідності в
типізації лімфоїдних клітин та мононуклеарних
фагоцитів молозива в значній мірі пов'язані з пе-

ретримкою цих клітин в ферментативно агресив-
ному середовищі, що закономірно приводить до
змін в найбільш вразливому мембрано-
рецепторному апараті імунокомпетентних клітин
та впливає на їх структурний малюнок.  Значно
змінює морфологію і утруднює ідентифікацію клі-
тин незбалансованість середовища за осмомоля-
рністю та онкотичним тиском. Наявність в таких
некоректно підготовлених пробах «перетравлених
і мовчазних» мононуклеарних фагоцитів та лімфо-
цитів призвела до поширення помилкового погля-
ду на такі клітини як на колостральних «пасажи-
рів».

Використання запропонованого методу дозво-
ляє уникнути зазначених недоліків, забезпечує
високу життєздатність імунокомпетентних клітин в
суспензіях (до 85-88%) із збереженням повноцін-
ного морфологічного малюнку в мазках. Все це
забезпечує впевнену цитологічну ідентифікацію і
точність отриманих результатів.

Особливостями запропонованого способу є:
- Оптимізація параметрів виділення та розве-

дення імунокомпетентних клітин молозива;
- врахування значення ензиматичного аутолізу

та включення операції
- зменшення ферментативного тиску на імуно-

компетентні клітини у зразках молозива;
- визначення та застосування оптимальних он-

котичних та осмотичних умов при виділенні клітин
молозива та приготуванні суспензії імунокомпете-
нтних клітин.
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