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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un instrument sila 0 metoda pentru
izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare,
utilizate Tn pregétirea probelor de lapte pentru analize
de citometrie in flux. Instalatia conform inventiei este
constituita dintr-o piesa (1) cilindrica cava de tip pahar
realizaté din materiale plastice sterilizabile prin auto-
clavare, in care central si axial, la partea inferioara des-
chisa, este prelungita cu o tija elicoidala de tip tirbuson
care patrunde in cavitatea cilindrica a unei eprubete (2),
pe capatul careia se asambleaza prin alunecare si pre-
sare piesa (1) astfel incat, in procesul de centrifugare
a laptelui, pe tija elicoidald a piesei (1) se aglomereaza
si se ataseaza lipidele din laptele centrifugat, formand
un dop (3) cilindric din lipide care se detageaza dupa
scoaterea piesei (1) din eprubeta (2) si rotirea piesei (1)
cu dopul (3) cilindric imobilizat. Metoda conform inven-
tiei consta in colectarea laptelui in tuburi sterile de poli-
propilena cu diametrul de 15...50 ml pastrate maximum
4 ore de la colectare la o temperatura de 2...8°C, pentru
fiecare proba pregatindu-se céte un flacon steril de
50 ml pe care se aseaza céte un filtru steril de 40 um,
se filtreaza 10 ml de lapte/proba si se dilueaza cu 10 ml
PBS steril rece, se centrifugheaza timp de 20 minute la
4°C, 500 x G, se indeparteaza lipidele cu ajutorul
instrumentului si se aspira supernatantul, se resus-
penda sedimentul celular in 1 ml PBS rece si se trans-
fera intr-un tub de 5 ml, se adauga 2 ml PBS rece si se
centrifugheaza 500 x G, timp de 10 minute la o

temperaturé de 4°C, se indeparteaza supernatantul, se
resuspenda sedimentul celular in 1 ml PBS rece
numarandu-se celulele cu un hemocitometru, se
adauga 1 ml PBS rece si se centrifugheaza la 500 xG
timp de 10 minute la 4°C, se indeparteaza supernatan-
tul, se resuspenda sedimentul in PBS la o concentratie
de 10° celule/ml si se pastreazé la 2...8°C pana la mar-
care Tn vederea efectudrii citometriei in flux.

Revendicari: 4
Figuri: 1 1
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INSTRUMENT SI METODA PENTRU I1ZOLAREA CELULELOR

SOMATICE DIN LAPTE PRIN CENTRIFUGARE

Inventia se referd la o metoda si un instrument cu utilitate in pregétirea
probelor de lapte pentru analize de citometrie in flux a populatiilor de celule
somatice. Domeniul general este cel al flow-citometriei laptelui in medicina
umana si veterinara.

Citometria in flux reprezintd o metoda de electie pentru cuantificarea si
caracterizarea celulelor somatice din probele de lapte obtinute de la diverse
specii de mamifere (animale si om) datoritd acuratetei si reproductibilitatii
rezultatelor obtinute. Prin marcare cu anticorpi specifici conjugati cu
fluorocromi pot fi identificate diferitele populatii de celule somatice cu
implicatie In imunitate, monitorizate 1n lapte (macrofage, neutrofile, limfocite),
a caror prezentd este corelatd cu starea de sandtate a animalului si cu indicii de
calitate ai laptelui.

in mod natural, laptele contine o serie de componente de natura biochimica
(ap4, lactoza, proteine, minerale, grasimi), dintre care 1n special componenta
lipidicd poate interfera cu analiza diferentiald a celulelor somatice.

in vederea obtinerii unei suspensii unicelulare de celule somatice din lapte
care sd poatd fi marcata cu anticorpi si analizatd prin metoda de citometrie in
flux, probele de lapte trebuie procesate prin pasi repetati de centrifugare si
spalare cu o solutie de tampon fosfat, urmirind indepartarea in totalitate a
continutului lipidic care, dupa centrifugare, formeaza un strat care ,,pluteste”
deasupra probei de lapte.

Este cunoscutd inventia CN112746055A care dezviluie un proces de
optimizare a separdrii celulelor somatice din lapte si care se referd la domeniul
tehnic al extractiei ARN-ului cu celule somatice din lapte. Procesul de

optimizare a separdrii celulelor somatice din lapte cuprinde o etapd de




RO 135472 A0

2

precipitare a separdrii celulelor somatice din lapte si o etapa de extractie a ARN,
in care procesul de precipitare a separarii celulelor somatice din lapte are in
componentd urmétoarele etape: colectarea unei probe de lapte proaspat folosind
tuburi de centrifuga de 15 ml; umplerea cu lapte a patru sau mai multe tuburi de
centrifuga de 15 ml si centrifugare la 1800 rotatii/minut timp de 10 minute la
temperatura camerei; aruncarea zerului si a grasimilor din lapte. Procesul de
extractie a ARN-ului cuprinde urmétorii pasi: adoptarea unui kit AM1561;
transferarea lizatului din tuburile de centrifugéd de 15 ml intr-un tub de
centrifuga de 1,5 ml. Conform procesului de optimizare a procesului de separare
a celulelor somatice din lapte dezvaluit prin inventie, celulele somatice din lapte
sunt separate pe loc, fara filtrare sau addugare de reactivi suplimentari, astfel
incat timpul este foarte mult economisit, operatiile inutile sunt reduse si
simplificate, iar procesul de precipitare a separdrii celulelor somatice din lapte
este mai rapid, mai simplu si mai convenabil.

Se cunoaste inventia US20150253302A1, o metoda si un aparat pentru
decelarea incarciturii celulare in lapte. Metoda pentru decelarea celulelor de alte
particule, precum si a diferitelor tipuri de celule din probele de lapte crud se
realizeaza prin citometrie cu microfluenta de impedanta si permite analiza
calitatii laptelui crud in ceea ce priveste continutul sdu de celule bacteriene si
somatice fard a fi necesara tratarea prealabila a probei de lapte, astfel incat
analiza sa poatd avea loc direct la locul de productie. Metoda permite separarea
(in principal de particulele lipidice) si numéararea celulelor somatice din
particulele de lapte prin analiza impedantei de inaltd frecventd efectuatd direct
pe laptele crud netratat, fapt care permite depistarea mastitei in conformitate cu
analiza numarului de celule somatice si in timp real, imediat dupa ce laptele
crud a trecut de microcanalul dispozitivului microfluidic.

Metodele si dispozitivele cunoscute nu asigurd separarea rapida, simpla si
eficientd a lipidelor de suspensia de celule somatice sau solicita relocarea unui

echipament scump la nivelul fermei.
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Problema tehnici a inventiei este de a realiza un instrument simplu si
integrabil tubului din centrifugd si o metoda prin care celule somatice sé fie usor
si rapid separabile din lapte (suspensie de proteine, minerale si grasimi) si din
stratul de lipide care se formeaza prin centrifugarea probelor de lapte folosite in

analizele citometrice.

Instrumentul si metoda pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin
centrifugare conform inventiei este constituit dintr-o piesa cilindrica cava, de tip
pahar, in care central si axial partea inferioard deschisa este prelungita cu o tija
elicoidala de tip tirbugon, ce patrunde in cavitatea cilindrica a unei eprubete de
tip Falcon. Pe capatul eprubetei se asambleaza prin alunecare si presare piesa
cilindricd cava, astfel ca, intr-un proces de centrifugare a laptelui, pe tija
elicoidald a piesei sd se aglomereze si sd se ataseze lipidele din laptele
centrifugat, formand un dop cilindric din lipide. Acesta se detaseazd dupa

scoaterea piesei din eprubeti si rotirea piesei cu dopul cilindric imobilizat.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje:
- se utilizeaza un instrument de eliminare a lipidelor de constructie simpla
- se simplificd detasarea lipidelor de stratul celulelor somatice

- manevrarea este rapida si eficace

Se dd in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legétura cu
figura care reprezinté:

Fig.1 Sectiune longitudinald in pozitie asamblata la formarea dopului de
lipide (a) si in pozitie dezasamblats, dupd formarea dopului de lipide si inainte

de eliminarea lui (b).
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Metoda pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare

conform inventiei:

1. Laptele se colecteazd in recipiente sterile (tuburi de 15+50 ml de
polipropilend) si se proceseazi in termen de patru ore de la colectare.
Se pdstreazd la o temperaturd de 2-8°C, in intervalul de la colectare la
procesare.

2. Pentru fiecare proba se pregateste cate un tub Falcon steril de 50 ml, pe
care se aseaza cate un filtru steril de 40 pm. Se filtreazd 10 ml de
lapte per proba si se dilueazi cu 10 ml PBS steril rece.

3. Se centrifugheaza timp de 20 min, la temperatura de 4°C, 500 x G. Se
indeparteazd grasimea cu ajutorul dispozitivului descris in prezenta
inventie si se aspird cu grija supernatantul. Se resuspendd sedimentul
celular in 1ml PBS rece si se transferd intr-un tub de 5 ml.

4. Se adaugd 2 ml PBS rece si se centrifugheaza 500 x G, tip de 10 minute,
la temperatura de 4°C. Se indepédrteazad supernatantul prin aspirare sau
decantare.

5. Se adaugid 2 ml PBS rece si se centrifugheazd 500xG, tip de 10 minute,
la temperatura de 4°C. Se indeparteaza supernatantul.

6. Se resuspendd sedimentul celular in 1 ml PBS rece si se numara celulele
cu ajutorul hemocitometrului. Se adaugd 1 ml PBS rece si se
centrifugheazi la 500 x G, timp de 10 minute, la temperatura de 4°C.
Se indeparteaza supernatantul.

7. Se resuspendi sedimentul celular in PBS la o concentratie de 10°
celule/ml, conform numaratorii anterioare.

8. Se pastreaza la 2-8°C pand la marcare 1n vederea efectudrii citometriei in

flux.

/
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Instrumentul, conform inventiei, este realizat ca o piesa 1 de tip capac de
tub Falcon, eprubeta 2 (Fig.1), tub utilizat la centrifugare, capacul prezentand o
prelungire spre interiorul tubului Falcon sub forma unui tub in care se afla o tija
elicoidald asemanatoare unui tirbuson. In timpul centrifugarii, lipidele se
aglomereaza spre capac si tija elicoidald a acestuia, astfel incat, la terminarea
centrifugdrii, pe peretii capacului si pe tija elicoidald a piesei 1 s-a atasat un dop
3 compact de lipide. Detagarea piesei 1 de eprubetd 2 prin extragere permite
desprinderea dopului de lipide 3 ca urmare a rotirii piesei 1. Forma elicoidala a
tijei piesei 1 care patrunde in eprubeta 2 are rolul de a fixa axial dopul 3 de
lipide si de a permite separarea prin extragere de solutia raimasa in eprubeta 2.
Piesa 1 realizeazd la asamblare cu eprubeta 2 un joc alunecator pe suprafetele
cilindrice de contact.

Insertul si capacul pot fi realizate dintr-un material plastic (polipropilend

etc.) sterilizabil prin autoclavare.



RO 135472 A0
© G
REVENDICARI

1. Instrument pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare,
destinat pregatirii probelor pentru analize citometrice, caracterizat prin
aceea ci este constituit dintr-o piesd (1) cilindrica cavd, de tip pahar, in
care central si axial, la partea inferioard deschisd, este prelungité cu o tija
elicoidala de tip tirbuson ce patrunde in cavitatea cilindrica a unei
eprubete (2) de tip Falcon pe capétul céreia se asambleaza prin alunecare
si presare piesa (1) astfel ci intr-un proces de centrifugare a laptelui pe
tija elicoidala a piesei (1) se aglomereaza si se atageaza lipidele din
laptele centrifugat, forméind un dop cilindric (3) din lipide care se
detaseazd dupa scoaterea piesei (1) din eprubeta (2) si rotirea piesei (1) cu

dopul cilindric (3) imobilizat.

2. Instrument pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare
destinat pregétirii probelor pentru analize citometrice conform
revendicdrii 1 caracterizat prin aceea ca piesa (1) este realizatd din

materiale plastice sterilizabile prin autoclavare.

3. Instrument pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare
destinat pregétirii probelor pentru analize citometrice conform
revendicdrii 1 caracterizat prin aceea ca asamblarea piesei (1) cu
eprubeta (2) in timpul centrifugdrii este realizatad cu joc alunecétor intre
diametrul exterior al eprubetei (2) si diametrul interior al cavitatii

cilindrice din piesa (1).

4. Metoda pentru izolarea celulelor somatice din lapte prin centrifugare
destinat pregatirii probelor pentru analize citometrice, caracterizata prin

aceea ci se realizeaza in urmatoarele etape:
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¢ Se colecteaza laptele in recipiente sterile (tuburi de 15+50 ml de
polipropilend) si se pastreazi la o temperaturd de 2-8°C, maximum patru ore de
la colectare.

e Pentru fiecare proba se pregiteste cate un tub Falcon steril de 50 ml, pe
care se ageazd cate un filtru steril de 40 pm.

e Se filtreazd 10 ml de lapte per proba si se dilueaza cu 10 ml PBS steril
rece.

e Se centrifugheaza timp de 20 minute, la temperatura de 4°C, 500 x G si se
indeparteaza lipidele cu ajutorul instrumentului conform revendicarii 1 si se
aspird cu grija supernatantul.

e Se resuspendd sedimentul celular in 1mL PBS rece si se transferd intr-un
tub de 5 ml.

e Se adaugd 2 ml PBS rece si se centrifugheaza 500 x G, timp de 10
minute, la o temperatura de 4°C.

e Se indeparteaza supernatantul prin aspirare sau decantare.

e Sec adaugd 2ml PBS rece si se centrifugheaza S00xG, 10 minute, la o
temperaturd de 4°C.

¢ Se indeparteaza supernatantul.

e Se resuspendd sedimentul celular in 1 ml PBS rece si se numaérd celulele
cu ajutorul hemocitometrului.

e Se adaugd 1 ml PBS rece si se centrifugheaza la 500 x G, timp de 10
minute, la o temperatura de 4°C.

¢ Se indeparteaza supernatantul.

e Se resuspenda sedimentul celular in PBS la o concentratie de 10°
celule/ml, conform numaritorii anterioare.

e Se pastreazd la 2-8°C péana la marcare 1n vederea efectudrii citometriei in

flux.
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Fig.1. Sectiune longitudinald in pozitie asamblata la formarea dopului de lipide
(a) s1in pozitie dezasamblata dupa formarea dopului de lipide si inainte de

eliminarea lui (b).
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