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METODA DE EVALUARE IMUNOBIOLOGICA A
ACTIVITATII SPECIFICE A IMUNOGLOBULINELOR DE
PASARE (IgY)

DOMENIUL TEHNIC

Inventia de fatd se referd la o metoda imunologica de testare a capacitatii de inhibare a

multiplicarii bacteriilor de catre imunolgbulinele de pasare (IgY) fata de antigenul dat.

Inventia se referd la metoda imunologica de testare a capacitatii de inhibare a multiplicarii

bacteriilor rezistente partial sau total la antibiotic.

Inventia se refera la un procedeu de evaluare calitativda si cantitivd a activitatil

imunoglobulinelor 1gY specifice antigenului dat

Inventia de fatd se referd la o metoda de evaluare imunologica in vifro a capacitatii de
inhibare specifica a multiplicarii bacteriilor de catre imunoglobulinele specifice extrase din
galbenusul de ou de la pasari imunizate in prealabil cu antigenul dat Determinarea diferentei
turbidimetrice, automatizat sau prin examen cu ochiul liber, intre proba martor si proba de
testat se datoreaza cresterii bacteriilor in mediul de cultura cu [gY-SPF fara anticopri specifici
antigenului dat In probele cu anticorpi specifici, datorita inhibrii multiplicarii bacteriilor,

mediul de cultura se pastreaza clar sau are o turbiditate redusad cu miminum 0,200 ODxgy,

Metoda se referd la un set de evaluare IMB-specific PaChi cu ajutorul caruia se poate

evidentia activitatea specificd a imunoglobulinelor de pasare (IgY) asupra antigenului dat.
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DESCRIEREA CUNOSTINTELOR ACTUALE iN DOMENIU
INCLUSIV BIBLIOGRAFIE

Fractiunile globulinelor serice ale diferitelor tipuri de anticorpi ca IgA, IgM, IgG, pot fi
intrebuintate contra antigenelor corespunzatoare. neutralizand specific efectul acestora. Prin
antigene se inteleg antigenele carcinogene, bacteriene, virale si factori bioregulatori de

origine vegetald sau animala ca si toxinele sau otravurile

Dupa expunerea la un antigen strain, sistemul imun al unui animal va neutraliza efectele
bioregulatoare si/sau efectele nocive ale antigenului. Expunerea sistemului imun la antigene
se poate face fie spontan, fie prin administrarea intentionata a acestora. Cand un animal este
vaccinat cu o substanta antigenica rezultd un raspuns imun prin producerea de anticorpi. Acest
proces se refera la imunizarea activa a gazdei expusa la antigen. Anticorpii produsi in urma

unui proces de imunizare activa sunt anticopri homologi la specia de animal data.

Anticorpii produsti de o specie pot fi folositi la neutralizarea efectelor antigenului
coresopndent la o altd specie Aceasta se numeste imunizare pasiva Imunizarea pasiva se
constata cand un individ dintr-o specie primeste o protectie imuna de anticorpi produsi intr-un
animal de la o alta specie Acest proces necesitd transferul de anticorpi de la un donator la un
recipient. Daci donatorul si recipientul sunt din aceeasi specie atunci anticorpii sunt homologi.

Daca donoatorul si recipientul sunt de la diferite specii, anticoprii sunt numiti heterologi.

Imunizarea pasiva este o metoda eficienta de prevenire §1 tratament a bolilor. Imunizarea
pasiva a omului cu anticorpi heterologi nu e sigura deoarece anticorpii de origine ne-umana
sunt straini pentru sistemul imun uman. Expunerea receptorilor sistemului imun la anticorpii
de la un donator strain produc reactie anti-imuna in receptori contra anticorpilor straini
Raspunsul imun produce boala serului care poate duce la soc anafilactic si moarte In contrast
cu beneficiile utilizarii anticorpilor heterologi, aceste metode de tratament nu sunt tolosite din

considerente de sigurantad.

Este cunoscut faptul ca pasarile domestic cum ar fi gainile, curcile si ratele produc anticorpi in

sange $i oud anti factori care produc boli la pasari tot asa de bine ca si anti antigene.
In 1893 Klemperer a descoperit ca in ou sunt proteine care neutralizeaza virusuri.

LeBacg-Verhevden, et al (9) au analizat cantitativ imunoglobulinele de pasare Polson, A, et

al. (14) au imunizat gaini fatd de numeroase proteine i amestecuri nasurale de proteine si au
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detectat antrcorpi lgY in galbenusul oudlor Fertel R. et al, (12) au imunizat gaini contra
prostaglandinelor si au decelat anticorpii in galbenus Jencenius, et al (13) prezintd o metoda
de izolare a 1gG (IgY) pentru a fi folosit in imunodiagnsotic. Polson, A . et al (14) descrie
anticorpi izolati din galbenusul gainilor care au fost imunizate cu o variatate de virusuri de la

plante.

In toate aceste referinte sunt relatari doar despre imunoglobulinele de la pasari fata de diferite

anitigene, nu fatd de toate antigenele care produc boli la mamifere.

Polson (14) sau Jencenius (13) sugereaza sa se foloseascd anticorpii de la géini in loc de
anticorpi de la mamifere ca instrument in metodologia de diagnostic. Polson (14) sugereaza
ca este posibil s& se protejeze puii de gaina nou nascuti prin imunizare pasiva contra bolilor
fata de care mamele lor nu au fost expuse Protectia se poate face prin injectarea puilor cu IgY

derivat de la gaini care au fost imunizate contra acestor boli.

Jencenius (13) precizeaza ca ouale de la pasari imunizate pot fi utile pentru tratamentul unor
afectiuni digestive, dacd se poate rezolva problema degradarii IgY de catre enzimele

proteolitice din intestin.
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INVENTIA PE SCURT

A fost realizat un program special de cercetare pentru structurarea unui set de evaluare a

capacitatii de inhibare a multiplicarii bacteriene de catre [gY-specific antigenului dat.

Setul a fost realizat pentru a testa tulpini bacteriene izolate de la pacienti in faza clinmici si a

putea interveni specific st eficient in tratamentul infectiei produse de antingeul dat.

Imunolgobulinele specifice din structura seturilor actioneaza asupra tulpinilor partial sau total

rezistente la antibiotice, pentru care medicina nu mai are optiuni terapeutice.

Tulpina bacteriana de testat este pusa in contact, in mediul lichid, cu anticopri specifici fata de
antigenul dat (IgY) sau separat fata de IgY-SPF care nu contine anticopri specifici. Probele
sunt incubate la 37 °C pentru 24 de ore cat dureaza testul Rezultatele se pot interpreta la 4, 8

si respectiv 24 de ore cu ochiul liber sau spectofotometric

in cazul cind proba este pozitiva, anticorprii specifici (IgY) blocheaza multiplicarea
bacteriilor, 1ar mediul de cultura ramane limpede sau cu un grad de turbiditatate diferit in

comapratie cu proba martor, sub 0,100 ODyy.
DESCRIEREA DETALIATA A IDEILOR PREFERATE DIN BREVET

IMB PaChi este setul standard folosit pentru evaluarea activitdtii de inhibare specifica a
multiplicarii bacteriene 1n vitro a imunoglobulinelor (IgY) La baza acestur test este
capacitatea anticorpilor specifici de a inhiba multiplicarea bacteriilor, prin neutralizarea
efectelor bioregulatoare si/sau nocive ale antigenului. Testul IMV PaChi este monovalent si
actioneaza asupra unui mare de epitopi (multivalentd) Testul IMB PaChi evidentiazd si
prezenta acestor epitopi (15-50%) la alte specii de bacterii Testul evidentiaza capacitatea de

inhibitie a 1gY-specific tata de tulpini bacteriene rezistente la antibiotice.
Principiul metodei

In tuburile de reactie exsita mediul de cultura lichid pentru bacteriile care urmeaza si se

multiplice la temperatura de 37 °C.

e Un tub care contine glicoproteina extrasa din galbenusul provenit de la pasari SPF
e Un tub cu mediul de cultura care are in componenta sa imuoglabulina specifica anti

specia de bacterii sau ant1 epitopii fata de care au fost imumzate gamile.

it
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e Cel de al treilea tub de reactie contine mediul de culturd in car: e vor multiplica

bacteriile din proba de testat.

Fiecare tub de reactie este insamantat cu o cantitate egala de bacterii, aproximativ 5 x 10°/ml]
sau echivalentul a 0,055 ODgy; Probele se incubeaza la 37 °C si se interpreteaza prin
comparatie, cu ochiul liber sau prin spectofotometric. Cresterea bactenilor fara factori
inhibitori permite ca acestea sa ajunga la un titru mare §i s dea aspectul de turbiditate in

mediu Turbiditatea depinde de mediul de cultura, temperatura si timpul de incubatie etc

In proba de testat, care contine lgY-specific, in cazul cand imunoglobulinele gasesc epitopi
specifici, blocheaza activitatea bacteriana, limitat sau total, iar bacteriile nu se mai dezvoltd in
mediul de cultura, lichidul ramanand limpede sau cu un grad de turbiditate mai mic decat al

probel martor
[gY-specitic poate fi preparat din antigene care provin de la:

0 singura tulpina bacteriana;

O

un amstec din mar multe tulpini ale aceleiagi specii bacteriene,

(@]

un amestec de antigene provenind de la mai multe specii de bacterti

Q

Tulpinile bacteriene sunt tulpini de referinta ATCC sau tulpini bacteriene izolate, identificate
si caracterizate obtinute de la pacientit din Romania, care la controlul de laborator s-au

dovedit partial sau total rezistente la antibiotice.
Prepararea mediului de cultura cu IgY SPF

Se amesteca 20 ml suspensie IgY-SPF cu 20 ml mediu de culturd (TSB sau Bulion nutritiv).
Acest amestec se centrifugheaza la 1100 rpm, 20 minute la 4 °C. Supernatantul obtinut se
filtreazd prin filtru de 0.45 um (produsele care au fost liotilizate) si apoi sterilizant, prin filtru

de 0,22 um. Se repartizeaza céte 2 ml per tub.
Prepararea mediului de cultura cu IgY-specific

Procedura de preparare este asemanitoare atat pentru mediul de culturd cu IgY-SPF cat si

pentru mediul de culturé cu IgY-specific.

Se amesteca 25 mg de IgY liofilzata cu mediul de culturd TSB sau bulion nutritiv. Amestecul

se centrifugheaza 20 de minute. la 1100 rpm, la temperatura de 22 °C. Dupa centrifugare,

i
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lichidul supernatant se sterilizeaza prin filtrare succesiva prin 0,45 um si respectiv 0,22 pm.

Produsul finit se pastreaza la +4 C si se verifica sterilitatea acestuia.

Mediile de culturd in amestec cu imunolgobulinele trebuie sa fie sterile bacteriologic.

Se distribuie separat, in conditi1 aseptice, 2 ml de mediu cu imunoglobuline in tuburi sterile de
unica folosinta. 3% din recipiente se controleaza bacteriologic prin incubare 48 ore la +37 °C.

Toate probele trebuie sa raimana sterile

Tuburile cu mediu care contin imunoglobuline se individualizeaza cu etichete autoadezive pe

care se mentioneaza: tipul de IgY-specific, data prepararii, seria de productie.

Mediul de cultura pentru multiplicarea bacteriilor se repartizeaza steril. Tuburile sunt

indentificate folosind etichete autocolante.

Setul este conceput pentru unica folosinta, iar dupa utilizare se degradeaza termic.

Continutul trusei IMB PaChi (Foto #1)

1. Mediu de cultura pentru multiplicarea bacteriilor pentru testare (9,9 ml).

2

Mediu de culturd cu lgY SPF = martor (2 ml)

e

Mediu de culturd cu lgY-specific pentru fiecare specie de bacterii in parte (2 ml)

4 Instructiuni de folosire
Protocolul de lucru.

a. Cultura bacteriana de 24 de ore, 1zolata $1 caracterizata, se poate folosi ca atare sau se
poate multiplica in mediul din tubul #1 cu etichetd neagra. in acest scop in 9.9 ml de
mediu de culturd se pun 0,1 ml din culturd bacteriana de testat. Suspensia bacteriana se
omogenizeaza s1 se citeste densitatea optica la un spectofotometru cu filtru 600 nm.
Densitatea optica trebute sa fie aproximativ 0 05 OD 600 nm.

b Din tubul de dilutie se repartizeaza steril cate 2 ml de suspensie bacteriana in fiecare
din celelalte 2 tuburi din trusd. Probele se incubeaza la 37 °C cu agitare permenenta.
Citirea rezultatelor se poate face la 4 si 8 ore de incubatie. Citirea finala se face la 24 ore
de incubatie. Citirea face cu ochiul liber sau cu spectofotometru cu filtru de 600 nm.

Y
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Inhibarea specifica a cresterii bacteriilor se poate observa la 4 s1 8 ore de incubatie la
37°C. Efectul inhibitor specific al IgY de poate vedea cu ochiul liber cand in proba cu
IgY-specific mediul de cultura ramane transparent, iar in proba martor mediul are o

turbiditate din ce in ce mai mare la 4, 8 si respectiv 24 de ore

Se considera o proba pozitiva cand existd o diferenta intre turbiditatea prober martor
fata de proba care contine IgY-specific. In cazul cand densitatea optica se evalueaza la
un spectototometru, proba este pozitiva cand diferenta intre proba martor si proba cu

[gY -specitic este mai mare de 0,02 OD 600 nm (Foto #2 s1 Foto #3)

kg
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DETERMINAREA EFECTULUI INHIBITOR AL IgY CU AJUTORUL
KITULUI IMB PaChi ASUPRA TULPINILOR BACTERIENE IZOLATE
DE LA PACIENTI (2013).

Tulpini patogene: Salmonella spp. 60269; Salmonela BO, 60404; Salmonella DO, 60185:
Salmonella DO, 59924; Salmonella DO, 39876; Klebsiella pneumoniae (FSBL, MBL)

rezistente la antibiotice

Seturi de evaluare IMB-specific PaChi Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,

Klebsiella pneumoniae.

Executarea testului:

e Se fac pasaje de 24 de ore din fiecare tulpini bacteriana de testat. Se preleveaza steril 0,1

ml din fiecare culturd bacteriana de testat §i se pun in tubul de dilutie; se omogenizeaza

bine, iar apoi se repartizeaza steril cate 2 ml in fiecare din celelalte tuburi ale kitului IMB

PaChi.

e Se preleveaza stenil cite 0.3 ml din fiecare tub si se citesc valorile extinctiilor la

spectofotometru la 600 nm.

e Se termostateaza la 37 °C.

e Dupa 4 ore se apreciazi turbiditatea tuburilor cu ochiul liber si se pot preleva cite 0,3 ml

pentru a se face citirea la specofotometru (daca este posibil).

Rezultate citiri la ODgyo nm

Proba / Timp Momentul 0 La 4 ore
60269 — Salmonela BO
Martor pozitiv 0.070 0.347
Martor negativ 0.066 0.414
IgY Salmonella enteritidis 0.071 0.064
IgY Salmonella typhinmurium 0.067 0.080
60404 — Salmonella DO
Martor pozitiv 0.054 0.335
Martor negativ 0.067 0.406
IgY Salmonella enteritidis 0.063 0.064
IgY Salmonella typhimurium 0.062 0067 3
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60185 — Salmonella DO

Martor pozitiv 0.056 0.220

Martor negativ 0.066 0.292

IgY Salmonella enteritidis 0.063 0.062

1gY Salmonella typhimurium 0.061 0.079

59924 — Salmonella DO

Martor pozitiv 0.061 0.250

Martor negativ 0.076 0.320

IgY Salmonella enteritidis 0.074 0.067

1gY Salmonella typhimurium 0.064 0.060

59876 — Klebsiella pneumoniae (FSBL . MBL)

Martor pozitiv 0.115 0.504

Martor negativ 0.172 0.775

IgY Klebsiella pneumoniae 0.105 0.345

Grafice formate dupa 4 ore de incubatie la 37 °C
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Grafic #1.1: 60269 — Salmonella BO spp. izolata de la bolnav (S. enteritidis sau S.

typhimurium)
Din care:
1. Martor pozitiv 0.070 0.347
2. Martor SPF 0.066 0414
3. IgY Salmonella enteritidis 0.071 0.064
4. 1gY Salmonella typhimurium 0.067 0.080
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Grafic #1.2: 60404 — Salmonella DO
. Martor pozitiv 0.054 0.335
. Martor negativ 0.067 0.406
. IgY Salmonella enteritidis 0.063 0.064
. 1gY Salmonella typhimurium 0.062 0.067
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Grafic #1.3: 60185 — Salmonella DO

. Martor pozitiv 0.056 0.220
. Martor negativ 0.066 0.292
. IgY Salmonella enteritidis 0.063 0.062
. IgY Salmonella pphimurium 0.061 0.079
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Grafic #1.4: 59924 — Salmonella DO
Martor pozitiv 0.061 0.250
Martor negativ 0.076 0.320
IgY Salmonella enteritidis 0.074 0.067
1gY Salmonella typhimurium 0.064 0.060
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Grafic #1.5: 59876 — Klebsiella pneumoniae (FSBL . MBL)

1. Martor poazitiv 0.115 0.504
2. Martor negativ 0.172 0.775
3. IgY anti Klebsiella pneumoniae 0.105 0.345

Se observa ca IgY anti K. pneumoniae la dilutia folositd nu actioneaza puternic asupra acestel

tulpini de K. pneumoniae. In astfel de cazuri se mareste doza de IgY specific si se reduc

intervalele de administrare a IgY. In cazul pacientilor infectati cu salmonele se vede clar

influenta puternica de inhibare a IgY asupra cresterii bacteriilor.. . = .

—

W

(L7



0=-2014-00179--
0 5 13- 204 (”/2/

Exemplul nr. 2

DECELAREA EFECTULUI INHIBITOR AL IgY ANTI Staphylococcus
aureus ASUPRA MULTIPLICARII BACTERIENE FOLOSIND SETUL
IMB-SPECIFIC PaChi

Tulpina bacteriand Staphylococcus aureus 64980 (MRSA) / 06.01.2014, set IMB-specific
PaChi.

Pregatirea tulpinii de lucru Staphylococcus aureus: se paseazéd in mediu TSB, in raport 1:10 si
se incubeaza la 37 °C timp de 24 de ore. Din cultura bacteriand de 24 de ore se iau 0,1 ml si se
amestecd in tubul de dilutie din kitul IMB PaChi (9, 9mi TSB). Din suspensie se 1au cate 2 ml
si se repartizeaza in celelalte tuburi din kit. Se fac citirile la 0, 4, si 24 ore atat cu ochiul liber,
cét si la spectofotometru. De asemenea, se va face o titrare in placi Petri la momentul O si la 4
ore, prin efectuarea dilutiilor zecimale pornind de la IgY anti Staphylococcus aureus din kitul

IMB PaChi. Se lasé placile la termostat 24 de ore. Dupa 24 de ore se fac numaratorile.

Rezultatele citirii spectofotometrice la OD 600 nm

Proba / Timp Momentul 0 La 4 ore La 24 de ore
Seria 3 din (16.10.2013) — Staphylococus aureus
0.103 0.588
Martor pozitiv 0.107 0.642
0.108 0.631
0.162 0.568
Martor negativ 0.168 0.535
0.168 0.537
0.075 0.079
IgY Staphylococus aureus 0.075 0.076
0.078 0.079

Grafic #1 Marotr fara IgY (mediul de cuturd). Coloanele albastre valorile OD la 0 ore si

coloanele rosii valorile la 4 ore. In acest experiment s-au facut” cité trgi replicate pentru

reproductibilitate.
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Grafic #2.1. Marotr negativ IgY (mediul de culturd). Coloanele albastre valorile OD la 0 ore

si coloanele rosii valorile la 4 ore. In acest experiment s-au facut céte trei replicate pentru

reproductibilitate.

Graficul #2.2. Martor care contine mediul de cultura cu IgY SPF fard anticorpi specifici anti

S. aureus.

Graficul #2.3: Rezultate comparative
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Grafic #2.3

1. Martor reprezentat de mediul de cultura insamaéntat la O st 4 ore

2. Martor care contine IgY SPF

Lo

Proba IgY¥-specific anti S. aureus
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Exemplul #3

CONTROLUL ACTIVITATII DE INHIBARE SPECIFICA A
MULTIPLICARII BACTERIILOR FOLOSIND SETUL IMB-SPECIFIC
PaChi

Tulpini bacteriene patogene, rezistente la antibiotic: E. coli (27104), Staphylococcus aureus
64980 (MRSA) / 12.12.2013, Salmonella enteritidis 60269, Salmonella typhimurium 56123,

riana Klebsiella pneumoniae 59876;
IgY S.a Sernia 03, IgY E.c.+S.e. Seria 01, IgY K p. + S. typh. Sena 01

REZULTATE (Grafic #3.1)

| TULPINI/ IMB IgY Martor pozitiv | Martor negativ Timp
F. coli 27104 (Foto #3.1) 81823 ngl)gg 8}1;‘112 g g;z
S1. aureus 64980 0,103 0,117 0,161 0 ore
(Foto #3 .4 si #3.6) 0,105 0,249 0,278 4 ore
S. enteritidis 60269 0,090 0,107 0,144 0 ore
(Foto #3.2) 0,110 0,821 1,016 4 ore
S. typhinmurium 56123 0,091 0,101 0,150 0 ore
(Foto #3.3) 0,096 0,521 0,579 4 ore
K. pneumoniae 59876 0,091 0,103 0,145 0 ore
(Foto #3.5) 0,123 0,580 0,710 4 ore

+: Seriesl

R Series2

/ Series2
/ Seriesl

Grafic #3.1: 1 E. Coli; 2 Staphylococcus aureus; 3 Salmonella enterltldls 4.S’almonella
typhimurium; 5 Klebsiella pneumoniae
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Coloanele colorate in albastru reprezinta valorile probelor cu IgY specific.
Coloanele rosii si verzi reprezintd martorii de reactie.
De la stanga la dreapta, prima coloana reprezinta citirile la O ore, iar a doua coloani la 4 ore.

La S. aureus cresterea e mai lentd. La 8 si 24 de ore diferenta este foarte mare. In acest caz

IgY specific ramane la aceeasi valoare (0,045 OD).

e In acest model experimental s-a realizat un amestec de 1gY care au fost testate pentru
fiecare bacterie in parte. In acest caz se face un amestec de IgY (poly) care se poate
administra pacientului imediat dupa prelevarea probleor, la internare, in momentul cand
s-a prezentat la spital. fard sa se stie ce tip de infectie are. Rezultatele se obtin dupa 48
sau chiar 96 de ore. Intre timp se face tratamentul cu IgY polivalent. Amestecul se va
face in functie de experienta celor din spital si de frecventa reala a infectiilor bacteriene
(primele 7. 8 sau 10 tulpini bacteriene).

e Acest IgY bacterian se poate oferi in iaurt fiecarui pacient care se interneaza in spital,
preventiv ca sa se evite infectiile intraspitalicesti!

e Se poate administra si in clinicile cu copii bolnavi de cancer unde cel mai frecvent se fac

infectii intraspitalicesti!!

Foto #3.6: Tubul nr. 4 (dreapta) este cu IgY-specific anti S. aureus. Restul tuburilor sunt
martor. Se vede clar. la 4 ore de incubatie la 37 °C o diferentd mare intre tubul 4 unde IgY-
specific inhiba cresterea bacteriilor s1 tuburile martor. Testul se poate citi la 4 ore. In plus
pentru tesul IMB PaChi se poate folosi o cultura de bacterii la 4 ore de incubatie la 37 °C_In
acest caz timpul de control se scurteaza de la 48 de ore la 8 ore!!! In plus setul de poate lasa la

incubatie la 37 °C pana la 24 de ore pentru o confirmare finala.

Efectul inhibitor se vede foarte clar in tubul in care este prezentd imunoglobulina IgY-
specificd, atat cu ochiul liber cat si in urma rezultatelor care au fost obtinute la
spectrofotometru. In cazul citirii de la momentul 0, valoarea medie a rezultatelor obtinute la
spectrofotometru este de 0166 la martorul negativ pe cand la cel pozitiv este de 0,106, iar la
[gY este de 0.076 Citirea probelor la 4 ore a generat urmatoarele rezultate: martor negativ
0,547, martor pozitiv 0,620 s1 1gY 0,078 Diferenta este 0,381 la martorul negativ, 0.514 la

martorul pozitiv 51 0,003 la IgY

Efectul inhibitor al imunoglobulinei IgY anti 5. aureus este prezent.
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Exemplul #4

CONTROLUL ACTIVITATII DE INHIBITIE SPECIFICA A IMB
PACHI LA DIFERITE SERII DE IgY-SPECIFIC

IgY anti Staphylococcus aureus seriile etalon 02, 03, 04 si 05 (Grafic #4.1 - #4.6)

Proba/ o 1 - []%:als.a. IgY S.a. | IgYS.aa. | Ig¥Sa. | IgYSa. |
Timp . C on seria 02 | seria 03 | seria 04 seria 05
o Romvac
0 ore 0.102 0.145 SRS 0.091 0.092 0.089
4 ore 0.130 0.150 R N 0.120 0.092 0.088
24 ore | 1.037 1.283 S 0.088 0.093 0.089
1,4 . L R 1’4 P ,, - 7
1 . 1
: et Soriesl K =g Seriesl
0,6 - - e e ~g=Series? 06 ~— —- - I = Series?
0,2 0,2
0 - 0

Grafic #4.1: 1gY-SPF vs. 1gY-S.aureus Grafic #4.2: Crestere la 24 h martori
seria S.a. 03

Graficul #4.1: Martor IgY SPF (linia albastrad) in comapratie cu IgY-specific seria 03/2013.
Linia albastrd este graficul cresterii la 24 ore de incubatie la 37 °C. Linia rosie demonstreaza

inhibitia produsa de IgY anti S. aureus seria 03/2013.

-

In Graficul #4.2 sunt martoni de testare: mediul de cultura + S. aurens si mediul de culturid cu
1gY SPF + S. aureus.
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Grafic #4.3: Seria S.a. 04
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Grafic #4.5: Seria etalon IgY S.a.
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Grafic #4.4: Seria S.a. 05

- Seriesl

=== Series2

Grafic #4.6: Seria IgY S.a seria 02/2013

Nu toate seriile de IgY sunt la fel. Activitatea specificd a IgY cu privire la inhibarea cresterii

bacteriene se poate controla numai cu testeul IMB-specific PaChi. Nu se poate exprima

activitatea specificd a IgY fatd de antigenul dat folosind testele de imunoprecipitare sau

imunoenzimatice, deoarece acestea nu exprima actiunea de neutralizare a efectelor

bioregulatoare si/sau efectele nocive ale antigenului.

It
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Exemplul #5

INHIBAREA MULTIPLICARII BACTERIENE FOLOSIND IgY-
SPECIFIC S1 TESTUL IMB-SPECIFIC PaChi

Tulpini de referinta ATCC si tulpini bacteriene izolate de la pacienti rezistente la antibiotice.

Control cu ochiul liber si spectrofotometric la 0, 4, 8 si 24 de ore.

Exprimara grafica a multiplicarii bacteriilor la 0, 4, 8 si 24 de ore.

Staphylococcus aureus ATCC 29213

1,4
1,2

0,8
0,6 .. o EEu

04 ++++

02 - - -

Grafic #5.1: Multiplicare S. aureus ATCC 29213 1a 0, 4, 8 si 24 de ore (Foto #5.1)

OD 600 (densitate opticd) pe verticala
Timpul exprimat in ore pe orizontala
1. = momentul zero de incubatie la +37 °C

2. =4 cre de incubatie la 37 °C

L2

. = 8 ore de incubatie la 37 °C

AN

. = 24 ore de incubatie la 37 °C
- mediul de culturi cu IgY-specific anti S. aureus
Linia rosie: mediul de culturd cu S. aureus

mediul de culturd cu IgY SPF nespecific
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E. coli ATCC 25922
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Grafic #5.2: Multiplicare E. coli ATCC 25922 1a 0, 4, 8 si 24 de ore (Foto #5.2)

[.inia albastra: IgY specific anti E. coli
Linia resie: IgY SPF nespecific

- mediul de cultura cu E. coli

Salmonella typhimurium ATCC 14028

0,8

=t Seriesl

0,6 R
afip=Series2
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Grafic #5.2: Multiplicare S. typhimurium ATCC 14028 1a 0, 4, 8 si 24 de ore (Foto #5.3)

- 1gY specific anti S. fyphimurium
Linia rosie: martor mediu de cultura lichid cu Salmonella typhimurium

- martor IgY SPF nespecific
Comentarii:

1. Curba inregistratd pentru mediul de culturd lichid cu Sa]ﬁihﬁé?]q_4vl}phim1lr'iz:1n arata

formarea platoului de crestere la 2 h de incubatie.
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In tubul martor care contine IgY nespecific (IgY SPF) rata de crestere a bacteriilor este
mai mare decét la tubul martor cu mediu de culturd deoarece in substratul nutritiv exista
sl proteina care compune Ig¥Y SPF.

La proba de IgY-specific £. coli la 24 de ore se vede cd germenii incep sa se multiplice si
in mediul in care imunoglobulina inhiba specific acest fenomen

Momentul in care se constatd un proces de multiplicare a bacteriilor in proba cu IgY-
specific anti F. coli este dovada activitatii de inhibare a multiplicarii bacteriene folosind
setul [IMB-specific PaChi

[nhibitia specificd a multiplicarii bacteriilor se poate citi si cu ochiul liber la 4 ore de
incubatie. In aceste conditii se permite specialistului s aibd o interventie mai rapida

asupra pacientului.

I
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Exemplul nr 6

TESTAREA CONCOMITENTA A TREI TULPNI DIFERITE DE
Klebsiella pneumoniae IZZOLATE DE LA PACIENTI DIN SVB, TULPINI
REZISTENTE LA ANTIBIOTICE

Trusa IMB PaChi cu IgY specific anti Klebsiella pneumoniae

1,2

08 - - f e -
== Seriesl

~f—Series2
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Grafic #6.1: Klebsiella pneumoniae proba #55717 (Foto #6.1)
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Grafic #6.2: Klebsiella pneumoniae proba #55826 (Foto #6.2)
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Grafic #6.3: Kiebsiella pneumoniae proba #57533 (Foto #6.3)

Linia . IgY specific anti Klebsiella pnenmoniae
Linia rosie: IgY SPF martor

Linia : mediul de cultura lichid insamantat

Comentarii:

In aceste experimente se poate constata reactia uniforma a martorului IgY SPF si a mediului

de cultura lichid.

Experimentele KP 57533 s1 KP 55826 sunt cele mai edificatoare din acest program. Se vede
clar ca activitatea bacteriilor nu este distrusi in totalitate si ci la 24 de ore se inregistreaza un
inceput de multiplicare a acestora in mediul cu IgY-specific anti KP. In astfel de situatii sub
control de laborator se poate creste cantitatea de IgY-specific si se pot scurta intervalele de

administrare a IgY.

Il
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Exemplul nr. 7

CONTROLUL EFECTULUI DE INHIBITIE A MULTIPLICARII
BACTERIILOR FOLOSIND IMB-SPECIFIC ANTI S. aureus

Tulpina patogeni izolati de la om, rezistent# la antibiotic Staphylococcus aureus 64980

IgY-specific anti S. aureus

1,4
1,2 N UG O
0,8 ~=pSeriesl
0,6
0,4
0,2 -

=l Series2

Series3

Grafic #7.1: Inhibitia dezvoltarii Staphylococcus aureus 64980, tulpina patogena izolata de la

om, rezistenti la antibiotic

Linia aliastri: IgY specific anti S. aureus

Linia rosie: IgY SPF martor pozitiv

Linia - mediu de cultura lichid

Inhibitia specificad a multiplicarii bacteriilor se poate constata de la 4 ore de incubatie si se

mentine constant pe toatd perioada de control de 24 de ore si dupa aceasta 30 de zile cét a

tinut experimentul (Foto 7.1).

1/
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Exemplul nr. 8

INHIBAREA MULTIPLICARII SALMONELELOR DE CATRE IGY
ANTIL S. enteritidis SI1 1IGY ANTI S. typhimurium

Trusa cu IgY anti Salmonella enteritidis si 1gY anti Salmonella typhimurium

Salmonella spp #57685

1,2
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Grafic #8.1: IgY anti Salmonella enteritidis  Grafic #8.2: 1gY anti Salmonella typhimurium

Salmonella spp. # 56123
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Grafic #8.3: 1gY anti Salmonella enteritidis

Se constata diferente antigenice intre S. enteritidis 1 S. typhimurium, privind inhibarea

multiplicarin in vitro. Test efectuat cu seturi IMB-specifice PaChi. Inhibitia specifica a

multiplicarii bacteriilor a fost totala la Salmonella spp. # 56123 si partial la Salmonella spp.

sau Salmonella typhimurium.

(i;aﬁc“#s.‘i: I—égé;nti Saln%nella t)phmzur;um »

JI0
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Exemplul nr. 9
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TESTAREA INHIBARII MULTIPLICARII BACTERIENE SUB

INFLUENTA IGY SPECIFIC A TULPINILOR BACTERIENE IZOI.ATE

DE 1LA PACIENTII SI A TULPINILOR DE REFERINTA (ATCC)

MATERIALE si METODE

1. Materiale

Pipete de unica folosinta de 1 ml

Tuburi de unica folosinta de 14 ml

Placi ELISA

Pipete monocanal

Varfun sterile de 1000 pl

2. Substante si reagenti:

Bulion nutritiv Hi Media lot 0000162760
Set IMB PaChi

3. Tulpini bacteriene

Staphylococcus aurens 64980 (MRSA)
[.coli 56637 (ESBL)

Klebsiella pneumonia 55717

Klebsiella pneumonia 55826

Klebsiellu pnenmoniae 57533
Salmonella sp. DO 56123

Salmonella sp. BO 57985

Salmonella sp. DO 57415

4. Tulpini de colectie

Salmonella typhimurium  ATCC 14028
Staphylococcus aureus ATCC 20213
F.coli ATCC 25922

5. IgY-specific liofilizat

lg¥ anti St. aureus (seria 03/ 16.10.2013)
feY anti S. nph. - K. ppreumoniae (seria 01/12.11 201 3)

lgY anti /.. coli - S.. Enteritidis — (seria 01/ 12.11.2013)

il
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REZULTATE:
f N
i Tulpini / IMB inc(lz;eare IgY specific [gY SPF {:luel(tj:ll:'; ‘ Interpretare ‘
| 0 0.097 0147 T os LT |
! Staphylococcus aureus 4 0.094 0516 0753 1 POZITIV. |
CATCC 29213 8 0.092 0.827 099 | POZITIV
| 24 0,092 1.040 1232 | POZITIV |
v 0 0.102 0.163 0127 ! 0

I colt ATCC 25927 r 4 0113 0.834 0.326 Pogmv
; | & 0.101 0,930 0.61v POZITIV
24 0.150 0.873 0,898 POZITIV
i 0 0.116 0.112 0,094 0 B
S aphmurum ATCC 4 0,091 0.864 0.609 POZITIV
14028 80092 0.848 0.731 POZITIV
| 24 0.172 0.857 1.002 POZITIV |
1 0 0.094 0.122 0.112 0
: Klebsiella ppreumorniae 4 0,103 ) 0756 | 0.707 POZITIV
35717 8 0117 0.967 1024 POZITIV |
24 0.120 1.073 1.130 POZITIV
i 0 0101 | 0129 0.122 ) |
- Klebsiellu PACiLmoniac G R v 0.747 ' 0.722 POZITIV
35826 8 0.138 L0081 1.007 POZITIV
| X (335 1080 107 POZITIV
0 0.007 0151  0.115 0
| Klebsiella - 4 C 0799 | omas | pOZITIV.
Rt s C 0962 1 0963 POZITIV

24 1,125 0.974 POZITIV

] (1 0.100 0154 otte o0

k. coli 4 0.095 077 0544 | POZITIV
56637 8 0% p 0973 0.787  POZITIV
24 0,104 1.016 1.734 POZITIV
: Salmonella spp. 00098 | 0.170 O0.110 o
4 0.09% 0879 0.746 _POZITIV !
gVanu S owennds 810097 194 T 1002 POZITIV.
| 37685 24 (.356 1.039 1.009 + POZITIV |
| 0 0.101 0,170 ot 0

3 SRRE HeIn are b ey
gY ana S nphomeen [ T e T ey oo | pozimv
T BT 10S0 1009 | POZITIV_|
TSalmonellaspp 0 0100 ‘ 0,160 0108 0
LA 0005 0679 od6] POZITIV
| IgY anti ann S, enteritidis 8 L0094 0969 0.805 . POZITIV. |
56123 2T 0088 0986 1273 POZITIV
‘ L 0L oo 060 0d60 0
‘ 4 0.086 0.679 0.679 | POZITIV
Y ant S Gt T T YRR nx0S L POZITIV

‘4 i [T A HV MINA ! ’ /\ " N ‘Pﬁ(i;i»l'\u»a;

| EASHERET i LT ) ! ST . ) Yol b
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1. IgY-specific preparat conform tehnologiei descrise in Cererea de brevet nr
A/00156/25.02.2014 inhiba specific multiplicarea bacteriilor

Concluzit:

2 Setul IMB-specific PaChi permite evaluarea activitatii lg¥Y-specific fatd de tulpinile
bateriene standard ATCC

3 Setul IMB-specitfic PaChi actioneaza specific asupra tulpinilor bacteriene patogene
rezistente la antibiotice izolate de la pacienti.

4 Utilizatea setulur IMB-specific PaChi permite evaluarea cu ochiul liber sau

spectofotometrica a activitatii lgY-specific dupa 4 ore de incubatie la 37 °C.

5  Setul IMB-specific PaChi poate fi folosit pentru stabilirea conduitei terapeutice dupa 4
ore de la utilizare

6. Imunoglobulinele Y specifice preparate la ROMVAC se pot folosi in tratamentul
bolnavilor infectati cu bacterii patogene pentru care s-a dovedit ca actioneaza specific in

baza rezultatelor obtinute prin folosirea setului IMB-specific PaChi
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Exemplul nr. 10

INHIBAREA IN VITRO A MULTIPLICARII BACTERIILORY

FOLOSIND TESTUL IMB-SPECIFIC PaChi.

1 ;
' Specie
‘ L Experiment # Izolat # Set IMB PaChi i ©
| bacteriani p o et I aChi Inhibare
f - T R
Do , anti S. enteritidis —
' Salmonella —
; . | 57985 anti .\
Centerinidis ‘ . . e
‘ L L nyphimurinm
Klebsiella
- 2 ? 55717 + 4+
preumonide » |
Klebsiella ‘ ' i Klebsiella
| : | 3 | 55876 anti K/ebxi.t lla | .
. preumoniue , | preumonae ;
~ — t i “
siella ; ‘ i
Klebsiellc 4 : 57533 g
| preumoac
| anti S. enteritidis o+
Salmonella spp. | 5 57415 anti S. ! ‘
j . | + -+
T T - typhimurium | 7 L
! anti S. enteritidis ot
Salmonella spp. | 6 57985 anti S. s
; . . S
I o B nphimurium
; Canti S enteritidis | +++
Salmonella spp. 7 : 56123 | anti S 1 o
! nphimurium .
T ! T T T .
. ‘ anti S. enteritidis +ttr
Salmonellu _ — ;
! o 8 57415 antt Y. ,
| enteritidis : , ot
i L typhimurium
Salmonell L anti S, enteritidis ot
R4 ) [4 . } —
1 o 9 57983 anti §.
enteritidis e -
L ) Lyphimurium )
o 9 anti S. enteritidis +t+
| Salmonella ) i _ O ]
| S 10 ] 57415 anti S ;
Centeritidis : ' _ et
,; ‘ ! (yphimurium
e A T - —t - o - VT T N 1
f i ant1 S. enteritidis | R
L Salmonella spp. 11 : 56123 anti S. : s |
: | nphimurium | |
Staphylococcus | A ) o " ,
- | |2 64980 ant1 St aureus +++
aureuys i ! ‘
B T T T T TS . 1 I
loscherichia coli | 13 * 566123 | anti k. coli | it |

*"Tulpini baclenene izolate de la pacienti. Tulpini rezistente 1a (oate antibioticele folosite in spital.

" Set de control specific al nhibarii multiplicarii bactenienc i vitro

" Evaluarca mhibarnn se face prin comparare cu tuburile wmartor din setul IMB PaChi. Inhibarea multiplicani
bacterulor sc evidenyiazd prin reducerca turbiditagii din wbul cu IgY-specific comparativ cu martorii. Acesl
control sc face cu ochiul liber 1a 8 $1 24 de ore.
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Exemplul nr. 11

DETREMINAREA EFECTULUI INHIBITOR SPECIFIC ASUPRA
BACTERIILOR Escherichia coli TULPINA # 56637 DV 74 TP® 17V

ScLCIFIC ANTI £. coii, FOLGSIND TESTUL IMB-SPECIFIC PaChi
(Foto 11.1)

Procedura de lucru este cea recomandata.
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Grafic #11.1
- 1gY specific ant1 £. coli
: Mediul de cultur lichid

[Lima rosie: IgY SPF martor

/ %
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REVENDICARI

METODA DE EVALUARE IMUNOBIOLOGICA A

ACTIVITATII SPECIFICE A IMUNOGLOBULINELOR DE

PASARE (IgY)

Cerere: sd se recunoascd ca noutate si sa fie protejata prin brevet in Romania:

]

O metoda imunologica potrivit careia se face evaluarea activitatii specifice a
imunolgobulinelor aviare (IgY), extrase din galbenusul provenit de la gaini imunizate
cu antigenul dat.

O metoda imunologica potrivit cireia se poate face detereminarea activitatii specifice
a anticorpilor 1gY asupra antigenului dat.

O metodd potrivit careia se face evaluarea imunologica a activitatii anticorpilor 1gY
asupra bacteriilor patogene rezistente partial sau total la antibiotice.

O metoda protrivit cdreia se poate controla procedura de tratament in functie de
activitatea specificé a anticorpilor proveniti de la gaini imunizare cu antigenul dat.

Un set de evaluare protrivit caruia se poate evidentia activitatea specifica a
imunoglobulinelor de pasare (IgY) in vitro.

Metoda revendicata la pct. | poate fi folositd prin citirea rezultatelor cu ochiul liber
sau spectofotometric

a) folosind un material care contine anticorpi heterologi contra numitului antigen,
anticorpi obtinuti din oul pasarilor domestice imunizate fatda de numitul
antigen, se poate stabili daca actioneaza specific fata de antigenul dat si modul
in care inhibitia multiplicarii bacteriilor permite ca aceste imunolgobuline sa
fie folosite activ in tratamentul preventiv sau curativ.

b) folosind o metodd imunologica prin care sa se poata stabili daca anticorpii
actioneaza specific asupra bacteriilor inhiband partial sau total multiplicarea
acestora

¢) folosind o metoda imunologica pentru a stabili activitatea specificd a 1gY dupa

administrare la numitul mamifer fata de numitul antigen.

(vf

>
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Metoda revendicata la pct. 1 potrivit cdreia numitul antigen este o specie de bacterie
rezistenta la antibiotic izolata de la pacienti din Romania,

Metoda reventicatd la pct. 1 potrivit cireia numitul antigen este o combinatie de
tulpini bacteriene rezistene la antibiotice de la aceeasi specie de bacterii i1zolate de la
diferiti pacienti din Romania.

Metoda reventicata la pct. 1 potrivit careia numitul antigen este o combinatie de specii
bacteriene rezistene la antibiotice provenite de la diferiti pacienti din Romania.
Metoda revendicata la pct.1 potrivit careia numita imunizare pasiva este preventiva.
Metoda revendicata la pct. 1 potrivit cdreia numita imunizare pasiva este curativa.
Metoda revendicatd la pct. 1 potrivit cireia pasarea domesticd este numitd giina
(Gallus domesticus)

Metoda revendicata la pct. 1 potrivit careia numitul anticorp este purificat din oul

numitel pasari domestice.
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Foto #1. Set IMB PaChi inainte de utilizare
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Foto #3 Test pozitiv IMB PaChi in care inhibitia multiplicarii bacteriilor este partiala la 8 ore

de incubatie.
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EXEMPLUL 3
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Foto #3.1: Inhibitie £. coli dupi 4 ore

Foto #3.2: Inhibitie S.e. dupa 4 ore Foto #3.3: Inhibitie S. typh.dupi 4 ore
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Foto #3.4: Inhibitie S. aureus. dupi 4 ore

Foto #3.5: Inhibitie K. preumoniae dupa 4 ore  Foto #3.6: Inhibitie S. aureus dupa 4 ore
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EXEMPLUL §

Foto #5.1: Inhibare multiplicare Staphylococcus aureus ATCC 29213

Foto #5.2: Inhibare multiplicare E. coli ATCC 25922
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EXEMPLUL 6

Foto #6.2: Inhibare multiplicare K. pneumoniae proba #55826
d — -

Foto #6.3: Inhibare multiplicare X. preumorniae proba #57533
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EXEMPLUL 7

Foto #7.1: Inhibare multiplicare Staphylococcus aureus tulpina patogena izolatd de la om,
rezistentd la antibiotic
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EXEMPLUL 9

Foto #9.1: S. aureus ATCC 29213 S. typhimurium ATCC 14028

a

SRR

Foto #9.2: E. coli ATCC 25922

Foto #9.3: Klebsiella pneumoniae 55717 E. coli 5663'75 e
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Foto #9.4: Klebsiella pneumoniae 55824 Klebsiella pneumoniae 57533

Foto #9.5: Salmonella spp. 57985 Salmonella spp. 56123

ek A

Foto #9.6: Staphylococcus aureus 64980
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EXEMPLUL 11

Foto 11.1: Efect inhibitor specific asupra bacteriilor Escherichia coli tulpina # 56637 de cétre
IgY-specific anti F. coli
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