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Остаточна концентрація ПЕГу в сироватці крові
ВРХ (визначена у ВІДПОВІДНОСТІ З ТУ 10-19-59-89)
знаходиться на рівні 1,0-2,5% На виході з однієї
частини нативної сироватки крові ВРХ, що підда-
ється обробці ПЕГ, отримується 0,83 частини си-
роватки з пониженою фракцією високомолекуляр-
них білків, котру використовують для вирощування
перещеплюваних та первинних клітин тварин

Приклад 1
При вивченні ростових властивостей очищеної

запропонованим способом сироватки крові ВРХ у
порівнянні з нативною сироваткою крові ВРХ та з
сироваткою, очищеною за протоколом Л І Ігудіна
та ін , їх вносили в живильне середовище для рос-
ту перещеплюваних клітин FLK-71, ВНК-21 та РК-
15 в КІЛЬКОСТІ 10% Строк формування моношару
клітин, вирощуваних на середовищі, що вміщує
сироватку крові, очищеною за запропонованим
способом впродовж всіх пасажів перевищував
аналогічний показник в інших двох середовищах
Моношар культур не відрізнявся за морфологією
клітин, вирощених у середовищах що вміщували
сироватку крові, як очищену за KM, що передбача-
ється, так і нативну сироватку крові Клітини, ви-
рощені на середовищі з сироваткою крові оброб-
леної за способом прототипу, мали округлу

форму, а в моношарі спостерігались гігантські клі-
тини На 3-му пасажі цих клітин у моношарі спо-
стерігались чітко виражені ознаки токсичності, які
проявлялись деструкцією клітин На середовищі з
використанням сироватки, очищеної за запропо-
нованим способом, клітини без ознак деструкції
витримували 40 пасажів і успішно використовува-
лись для накопичення вірусної біомаси

Приклад 2
Для перевірки ростових властивостей вищеза-

значеної сироватки після 12 МІСЯЦІВ збереження
при температурі 5°С її добавляли у живильне се-
редовище для вирощування перещеплюваної
культури клітин FLK-BLV у КІЛЬКОСТІ 10% Цитомо-
рфолопчні показники клітин були характерними
для цієї культури і не відрізнялись від контрольно-
го варіанту, у якому клітини вирощувались з засто-
суванням нативної сироватки крові ВРХ

Спосіб очистки сироватки крові великої рогатої
худоби (ВРХ) від гамма-глобулінової фракції роз-
чином поліетиленгліколю (ПЕГ-6000) та отримання
надосадової рідини триразовим низькотемперату-
рним заморожуванням (-20°С) та вщтаюванням з
послщуючим збиранням надосадової рідини за-
безпечує більш повну очистку сироватки крові від
остаточної КІЛЬКОСТІ поліетиленгліколю
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(73) ІНСТИТУТ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ І КЛІНІЧ-
НОЇ ВЕТЕРИНАРНОЇ МЕДИЦИНИ
(57) Спосіб очищення сироватки крові великої ро-
гатої худоби (ВРХ), що включає очищення розчи-
ном поліетиленгліколю від у-глобулінової фракції
білків нативної сироватки крові ВРХ, який відріз-
няється тим, що додатково триразово заморожу-
ють (-20°С) і збирають надосадову рідину

Корисна модель (KM) відноситься до ветери-
нарної вірусологи та бютехнологи і може бути ви-
користаний для вирощування клітинних культур та
накопичення на їх основі біомаси вірусів

Сироватка крові - обов'язковий компонент рос-
тових живильних середовищ для культивування
клітинних культур До її складу входить ряд біоло-
гічно активних речовин, необхідних для росту клі-
тин in vitro

Поряд з біологічно активними речовинами си-
роватка крові ВРХ містить різні фракції імуногло-
булінів Гамма-глобуліни є специфічними до збуд-
ників інфекцій, тому при індикації або накопиченні
вірусів з використанням культур клітин, їх наяв-
ність знижує інфекційний титр вірусів, а ІНОДІ вза-
галі перешкоджає їх реплікації в клітинах Напри-
клад, при накопиченні ротавірусів великої рогатої
худоби в культурі клітин нирки теляти з викорис-
танням сироватки крові великої рогатої худоби,
яка вміщувала специфічні до ротавірусів глобулі-
ни, інфекційний титр вірусу знижувався на 2-3 Ід
ТЦД 50/см3 (Букринская Ротавирусная инфекция /
М Наука, 1990 -213с)

Вилучення у-глобулінів із сироватки крові ВРХ
дозволяє використовувати її без попередньої пе-
ревірки на наявність специфічних глобулінів для
культивування клітинних культур з метою накопи-
чення вірусів

В Україні сироватка ВРХ виготовляється виро-
бниками без очищення від у-глобулінової фракції
білків та перевірки на наявність специфічних анти-
тіл

Прототипом способу очистки, що патентуєть-
ся, є "Способ очистки сыроватки крови крупного
рогатого скота Л И Игудин, С Д Орлов, Н В Ша-

лунова и др // Вопр вирусологии - 1980 №5 -
С 640" Для очистки від у-глобулінової фракції біл-
ків сироватку крові ВРХ обробляли стерильним
40% розчином поліетиленгликолю (ПЕГ) з мол м
5500-7000 (фірма "Serva", ФРГ), кінцева концент-
рація якого у сироватки доводили до 6-8% Після
експозиції 16-18 годин при +4°С сироватку
центрифугували при 2000-3000об /хв протягом 20
хвилин для видалення ПЕГ Вміст білку в сироват-
ці після обробки ПЕГом знижувався в 2 рази Ос-
новним недоліком цього способу очистки є залиш-
кова дуже висока концентрація ПЕГу в сироватки
крові, що негативно впливає на ріст клітин і робить
фактично неможливим тривале їх культивування

В основу KM, що передбачається, поставлено
задачу розробити спосіб очищення сироватки кро-
ві ВРХ, що включає очищення розчином ПЕГ від у-
глобулінової фракції білків нативної сироватки
крові ВРХ шляхом подальшого триразового замо-
рожування (-20°С) і збирання надосадової рідини,
щоб забезпечити спосіб очищення сироватки крові
ВРХ Більш повне видалення глобулінової фракції
білків сироватки крові та залишків ПЕГ можливе
завдяки використанню цього способу

При очищенні комерційної нативної сироватки
крові ВРХ спосіб виконується таким чином до сте-
рильної сироватки крові ВРХ вносять 50%-й сте-
рильний поліетиленгліколь (ПЕГ-6000) фірми
Merck у співвідношенні 9 1 (дев'ять частин сирова-
тки та одна частина ПЕГа) та перемішують впро-
довж 20 хвилин не допускаючи спінювання сиро-
ватки, залишають на 12 годин при температурі 4-
5°С Надосадову рідину відбирають та заморожу-
ють при -20°С Заморожування та відтаювання з
відбором надосадової рідини повторюють тричі
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рик Олексій Анатолійович, Кучерявенко Роман
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(73) ІНСТИТУТ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ І КЛІНІЧ-
НОЇ ВЕТЕРИНАРНОЇ МЕДИЦИНИ
(57) Спосіб очищення сироватки крові великої' ро-
гатої худоби (ВРХ), що включає очищення розчи-
ном пол (етиленгліколю від у-глобуліново'і фракції
білків нативної сироватки крові ВРХ, який відріз-
няється тим, що додатково триразово заморожу-
ють (-20°С) і збирають надосадову рідину

Корисна модель (KM) відноситься до ветери-
нарної' вірусології та біотехнології і може бути ви-
користаний для вирощування клітинних культур та
накопичення на їх основі біомаси вірусів.

Сироватка крові - обов'язковий компонент рос-
тових живильних середовищ для культивування
клітинних культур До її складу входить ряд біоло-
гічно активних речовин, необхідних для росту клі-
тин in vitro.

Поряд з біологічно активними речовинами си-
роватка крові ВРХ містить різні фракції імуногло-
булінів. Гамма-глобуліни є специфічними до збуд-
ників інфекцій, тому при індикації або накопиченні
вірусів з використанням культур клітин, їх наяв-
ність знижує інфекційний титр вірусів, а іноді вза-
галі перешкоджає їх реплікації в клітинах Напри-
клад, при накопиченні ротавірусів великої рогатої
худоби в культурі клітин нирки теляти з викорис-
танням сироватки крові великої рогатої' худоби,
яка вміщувала специфічні до ротавірусів глобулі-
ни, інфекційний титр вірусу знижувався на 2-3 Ід
ТЦД 50/см3 (Букринская Ротавирусная инфекция /
М Наука, 1990. -213с).

Вилучення у-глобулінів із сироватки крові ВРХ
дозволяє використовувати ії без попередньо пе-
ревірки на наявність специфічних глобулінів для
культивування клітинних культур з метою накопи-
чення вірусів

В Україні сироватка ВРХ виготовляється виро-
бниками без очищення від у-глобуліново"і фракції
білків та перевірки на наявність специфічних анти-
тіл.

Прототипом способу очистки, що патентуєть-
ся, є "Способ очистки сыроватки крови крупного
рогатого скота. Л.И. Игудин, С Д Орлов, Н В. Ша-

лунова и др. // Вопр. вирусологии. - 1980 №5. -
С.640". Для очистки від у-глобулінової фракції' біл-
кгв сироватку крові ВРХ обробляли стерильним
40% розчином поліетиленгликолю (ПЕГ) з мол м.
5500-7000 (фірма "Serva", ФРГ), кінцева концент-
рація якого у сироватки доводили до 6-8% Після
експозиції 16-18 годин при +4°С сироватку
центрифугували при 2000-3000об./хв. протягом 20
хвилин для видалення ПЕГ. Вміст білку в сироват-
ці після обробки ПЕҐом знижувався в 2 рази. Ос-
новним недоліком цього способу очистки є залиш-
кова дуже висока концентрація ПЕГу в сироватки
крові, що негативно впливає на ріст клітин і робить
фактично неможливим тривале їх культивування

В основу KM, що передбачається, поставлено
задачу розробити спосіб очищення сироватки кро-
ві ВРХ, що включає очищення розчином ПЕГ від у-
глобулінової фракції' білків нативної сироватки
крові ВРХ шляхом подальшого триразового замо-
рожування (-20°С) і збирання надосадової рідини,
щоб забезпечити спосіб очищення сироватки крові
ВРХ. Більш повне видалення глобулінової фракції'
білків сироватки крові та залишків ПЕГ можливе
завдяки використанню цього способу.

При очищенні комерційної нативної сироватки
крові ВРХ спосіб виконується таким чином, до сте-
рильної сироватки крові ВРХ вносять 50%-й сте-
рильний пол і етиленгліколь (ПЕГ-6000) фірми
Merck у співвідношенні 9 1 {дев'ять частин сирова-
тки та одна частина ПЕГа) та перемішують впро-
довж 20 хвилин не допускаючи спінювання сиро-
ватки, залишають на 12 годин при температурі 4-
5°С. Надосадову рідину відбирають та заморожу-
ють при -20°С. Заморожування та вщтаювання з
відбором надосадової рідини повторюють тричі.
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Остаточна концентрація ПЕГу в сироватці крові
ВРХ (визначена у відповідності з ТУ 10-19-59-89)
знаходиться на рівні 1,0-2,5%. На виході з однієї
частини нативної сироватки крові ВРХ, що підда-
ється обробці ПЕГ, отримується 0,83 частини си-
роватки з пониженою фракцією високомопекупяр-
них білків, котру використовують для вирощування
перещеплюваних та первинних клітин тварин

Приклад 1.
При вивченні ростових властивостей очищеної

запропонованим способом сироватки крові ВРХ у
порівнянні з нативною сироваткою крові ВРХ та з
сироваткою, очищеною за протоколом Л.І. Ігудіна
та ін., їх вносили в живильне середовище для рос-
ту перещеплюваних клітин FLK-71, ВНК-21 та РК-
15 в кількості 10% Строк формування моношару
клітин, вирощуваних на середовищі, що вміщує
сироватку крові, очищеною за запропонованим
способом, впродовж всіх пасажів перевищував
аналогічний показник в інших двох середовищах
Моношар культур не відрізнявся за морфологією
клітин, вирощених у середовищах, що вміщували
сироватку крові, як очищену за KM, що передбача-
ється, так і нативну сироватку крові. Клітини, ви-
рощені на середовищі з сироваткою крові, оброб-
леної за способом прототипу, мали округлу

форму, а в моношарі спостерігались гігантські клі-
тини На 3-му пасажі цих клітин у моношарі спо-
стерігались чітко виражені ознаки токсичності, які
проявлялись деструкцією клітин. На середовищі з
використанням сироватки, очищеної за запропо-
нованим способом, клітини без ознак деструкції
витримували 40 пасажів і успішно використовува-
лись для накопичення вірусної біомаси

Приклад 2.
Для перевірки ростових властивостей вищеза-

значеної сироватки після 12 місяців збереження
при температурі 5°С її добавляли у живильне се-
редовище для вирощування перещеплюваної
культури клітин FLK-BLV у кількості 10% Цитомо-
рфологічні показники клітин були характерними
для цієї культури і не відрізнялись від контрольно-
го варіанту, у якому клітини вирощувались з засто-
суванням нативної сироватки крові ВРХ.

Спосіб очистки сироватки крові великої рогатої
худоби (ВРХ) від гамма-глобуліновоі фракції роз-
чином поліетилен гліколю (ПЕГ-6000) та отримання
надосадової рідини триразовим низькотемперату-
рним заморожуванням (-20"С) та відтаюванням, з
послідуючим збиранням надосадової рідини за-
безпечує більш повну очистку сироватки крові від
остаточної' кількості пол і етилен гліколю.
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