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Domeniul tehnic

Medicind, imunologie, anticorpi policlonali, tratamente preventive si curative prin
imunizare pasiva, sustinerea imunologica a stérii de sdnitate convenabild a persoanelor cu varsta
de peste 60 de ani si a stdrii de sdnéatate a pacientilor cu imunosupresie.

Prezenta inventie descric o metodd de producere a oului hiperimun polivalent
IMUNOINSTANT. Prezenta inventie are o relatie directd cu modul de preparare a antigenului
complex, inalt purificat din amestecul a mai multor tulpini bacteriene rezistente la antibiotice sau
standard, de la mai multe specii de bacterii. Prezenta inventie are o relatie directd cu modul de
preparare a antigenului prin amestecul celulelor bacteriene inactivate, levurilor si virusurilor cu un
adjuvant special QS21.

Descrierea inventiei:
Prezentarea stadiului tehnicii inclusiv bibliografie

In cursul anului 1996 prof. Dr. Roy Walford (1) a stabilit ca declinul biologic al adultului
se datoreazd imbadtranirii imunologice a organismului numitd imunosensescenta. Dr. Walford
explica in detaliu faptul ci declinul sistemului imun este cauza majora a imbatranirii sistemice,
incluzand cresterea riscului aparitiei cancerului, infectiilor si a inflamatiilor!.

Preocuparea cercetitorilor de a gési diverse solutii de tratare a bolilor incepe de cele mai
multe ori prin studierea sistemului imun uman. Far3 acest "perete invizibil” de apdrare asigurat de
un sistem imun bine reglementat, omul este susceptibil de aproape orice boald imaginabila, de la
pneumonie, la artritd si diabet>*. Chiar si cancerul sau bolile cardiovasculare profitd rapid de
punctele slabe sau de supraactivitatea functiilor imune normale>®.

Infectiile si cancerul apar atunci cdnd sistemul imun isi pierde capacitatea normald de
supraveghere sdu control intens’. Bolnavii de cancer sunt deosebit de vulnerabili la infectii
deoarece atdt boala cat si terapiile aplicate pentru tratamentul ei sldbesc in continuare sistemul
imun. Pe de altd parte, bolile autoimune apar atunci cand restrictiile naturale ale reactivitaii
sistemului imun scad, permitdnd sd apard in loc un raspuns inflamator necontrolat care, la randul
sdu, poate creste riscul aparitiei cancerului®®.
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Vestile bune sunt reprezentate de faptul cd prin protejarea sau chiar oprirea imbatranirii
sisterului imun putem intérzia substantial impactul patologic al imbatrinirii insdsi'®!!. Oamenii
de stiintd cautd in mod constant noi metode de stimulare a imunitdtii prin intermediul
suplimentelor alimentare, dietelor, exercitiilor, odihnei si bineinteles prin intermediul medicatiei
costisitoare la care face apel industria farmaceutica.

Oamenii de stiintd au descoperit un mod foarte interesant de a asigura un suport
imunologic natural utilizdnd proteinele imuno-protectoare din componenta oudlor de giina.
Aceastd descoperire promite sd creascd in mod substantial imunitatea organismului pentru doar o
fractiune din costul medicamentelor'2. Acestea sunt vesti bune pentru fiecare dintre noi odati cu
inaintarea in varstd si totodatd sunt vesti grozave pentru toti aceia a cdrui sistem imunitar este
vulnerabil, precum bolnavii de cancer sau cei care traiesc cu HIV/AIDS.

Studii facute recent cu privire la sustinerea biologicad a organismului uman in perioada de
batranete folosind oul hiperimun au dovedit c¢d imunoglobulinele reactioneazd specific cu
germenii patogeni pentru care au fost produse in organismul gainilor imunizate. Aceasti activitate
se reflectd si asupra mucoasei intestinale unde imbunatiteste functiile membranei celulare dar si
prin crearea unui confort biologic prin neutralizarea toxinelor din continutul digestiv. Consumul
de oud hiperimune protejeazd sau chiar opreste imbéatranirea sistemului imun si chiar sa intarzie
substangial impactul patologic al imbatranirii insisi'®!!. Consumul de oua hiperimune permite si
creascd in mod substantial imunitatea organismului pentru doar o fractiune din costul
medicamentelor'2,

In ultimii 25 de ani a crescut utilizarea gainilor pentru productia de anticorpi, in locul
mamiferelor. Cel mai mare avantaj 1l constituie faptul ca anticorpii se preleva din ou in loc de ser.
In acelasi timp cantitatea de anticorpi produsi de citre o giina ouitoare este mai mare de cét
cantitatea de anticorpi produsi de catre un mamifer de aceasi dimensiune. Purificarea
imunoglobulinelor de la mamifere este consumatoare de timp §i scumpa. Astdzi gdinile sunt
recunoscute ca o sursi ieftind si convenabild de anticorpi. Cantitatea de imunoglobulina produsé
dintr-un ou este egala cu cea preparatd din 300 ml de sange prelavat de la iepure.

in prezent ouale pot fi personalizata astfel incat, prin consumul acestora, si asigure diferite
tipuri de imunitate. S-au utilizat un numar de 24 de organisme diferite pentru imunizarea unei
singure gdini care apoi poate produce oud capabile sd ofere imunizare pasivad pentru toate aceste
organisme'4,

Controlul colesterolului. Ateroscleroza este o altd manifestare a imunosenescentei.
Controlul din ce in ce mai scédzut asupra inflamatiilor faciliteazd formarea placilor arteriale intr-un
proces numit de americani "inflamm-aging”'8-!°. Institutul de cercetare al armatei US privind
medicina mediului inconjurdtor a devenit interesatd de acest proces datoritd numdrului extrem de
mare al soldatilor care prezentau un nivel crescut al colesterolului si au hotaradt studierea
potentialului extractului de ou hiperimun in sciderea riscului cardiovascular?.
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S-a descoperit stabilizarea colesterolului soldatilor care au folosit bauturi ce contineau
pudrd de ou hiperimun in comparatie cu grupul de control tratat cu placebo, la care nivelul de
colesterol era in continui crestere?’. Aceastd descoperire contrazice prejudecdtile generale legate
de faptul cd oul este sursa cresterii colesterolului.

La acest studiu de 26 de siptamani a participat personalul militar avdnd un nivel de
colesterol estimat la peste 180 mg/dL?°. Toti subiectii au avut aceleasi caracteristici fizice si au
participat, pe parcursul studiului, la un program de educatie alimentaré pentru a reduce consumul
de grasime si colesterol. Pana la sfarsitul studiului, nivelul de colesterol total al grupului de
control a crescut, in timp ce subiectii din grupul suplimentat nu au aratat nici o schimbare. In mod
similar, la subiectii tratati cu placebo, raportul colesterolului total la HDL a crescut, in timp ce din
nou nici o schimbare nu a fost observata in grupul suplimentat. Aceste constatari au demonstrat
cercetdtorilor faptul cd oul hiperimun ar putea modifica in mod benefic reglementarea nivelului de
lipoproteine serice, reducand riscul bolilor cardiovasculare?®

Lupta impotriva inflamatiei si artritei. In timpul declinului imunitar organismul uman
poate experimenta o crestere a reactivitd{ii sistemului imun sub forma unei inflamatii excesive.
Acest paradox apare datoritd faptului ca sistemul imun include mecanisme puternice de apdrare
care in mod normal controleazd inflamatia odatd ce adevidrata amenintare a dispdrut. Prin
deteriorarea functiilor imunologice organismul devine vulnerabil la conditiile caracterizate de
inflamatia excesiva'®,

Odata cu mbaétranirea, functia de reglare a imunitétii scade si odatd cu aceastd scadere
creste riscul aparitiei bolilor autoimune cronice precum lupusul sau artrita rumatoida. in mod
normal aceste condifii sunt dificil de tratat insa oul hiperimun a demonstrat un succes considerabil
in reducerea inflamatiilor de acest gen, pe modele animale'42'-23,

Cercetdrile facute pe subiecti umani la Weill Cornell Graduate School of Medical Sciences
a demonstrat puterea terapiei cu oud hiperimune la pacienti cu diferite forme de artrite?*. S-a
evidentiat o ameliorare semnificativd a pacientilor dupa inceperea suplimentérii incluzind si
bolnavii cu artritd reumatoida. Aceastd imbunétatire a stérii pacientilor s-a pastrat pand la 30 de
zile dupa intreruperea tratamentului. Cercetétorii au concluzionat studiul prin faptul cd preparatele
din ou hiperimun pot reduce incarcarea intestinald cu organisme care au tendinta de a reactiona
incrucisat cu fesutul uman in timpul raspunsului autoimun?.

Sanatatea cavitatii bucale. Imunosenescenta aduce cu ea numeroase schimbari negative
in interiorul cavitdtii bucale mai ales privind dingii $i gingiile care pot ascunde germeni patogeni
si inflamatii care contribuie in ultimi instan{3 la conditii cronice precum bolile cardiovasculare?>
26 Placa dentard este un adevirat biofilm de bacterii si molecule inflamatorii care cresc riscul
inflamatiilor cavitatilor sau gingiilor (gingivite).
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S-a demonstrat ca extractul de ou hiperimun poate reduce volumul de microorganisme de
la nivelul plicii dentare fapt ce duce la sciderea inflamatiilor in gurd?’. Deasemenea, un lot de
animale suplimentate cu ou hiperimun impotriva bacteriilor care cauzeazi cariile au dezvoltat un
numér mult mai redus de carii decét lotul de control?®%°, Gargara facuti cu ou hiperimun a fost
deasemenea utilizatd cu succes la oameni in scopul reducerii bolilor cauzate de bacterii; aparent
extractul riméne activ si prezent la nivelul gurii cel putin peste noapte, oferind protectie de lungi
duratz3®-32, {n aceasta lupta contra bolilor de dinti sau gingii s-au folosit si paste de dinti sau gume
de mestecat ce confin extracte de ou hiperimun?3.

Infectiile gastrointestinale. Imunosenescenta are implicatii si la nivelul tractusului
gastrointestinal (GI), considerat a fi unul dintre cele mai mari organe care creaza legatura corpului
uman cu lumea inconjuritoare. in timpul protectiei imunologice normale tractului GI permite
trecerea selectiva a nutrientilor si fluidelor benefice excluzdnd milioanele de organisme
daundtoare. Tractul GI normal secretd anticorpi IgA benefici care captusesc si izoleaza bacteriile.
Deasemenea, tractul GI contine propriul set de celule vigilente specifice sistemului imunitar care
recunosc si actioneazi instantaneu impotriva amenintarilor.

Odata cu Tmbatranirea toate aceste functii ale tractului GI scad, lasandu-ne vulnerabili nu
numai fata de infectiile legate de sistemul digestiv sau diaree ci si fatd de alte afectiuni maligne
precum cancerul de colon, una dintre cele mai grave afectiuni intlnita la persoanele in varsta®*3¢,
Suprainfectia bacteriana, care se extinde in intestinul subtire, este o problema importantd, care
este frecvent diagnosticatd gresit la varstnici®’.

Cele mai comune infectii virale ale tractului GI nu raspund la antibiotice sau chiar sunt
exacerbate de acestea’®3°. Trebuie si se giseascd o metodd mai eficientd care sd nu implice
omordrea organismelor cu chimicale ci mai degrabd s& le inactiveze si sd le impiedice
raspandirea. Oul hiperimun oferd exact aceastd abordare. Cele mai cunoscute microorganisme
nocive la om sunt bacteriile Salmonella si E. coli si rotavirusul. in studiile efectuate pe animale
eficacitatea preparatelor din ou hiperimun impotriva acestor bacterii este aproape de 100%, chiar
daca tratamentul este ficut dupi infectare’®#. De exemplu, soarecii au fost protejati impotriva
rotavirusului si infectilor cu Salmonella prin administrarea orald de ou hiperimun**46. Animale
utilizate in experiment au primit si o protectie partiald impotriva altor tulpini decat cele pentru
care au fost inifial imunizate gainile*>#*! De importan{i egald pentru responsabilii de sindtate
publica subiectii suplimentati cu ou hiperimun nu excretd aproape deloc virusuri sau bacterii in
comparatie cu nivelul extrem de ridicat de trasmisie a acestor microorganisme observate la
animalele de control*’-3°, Oul hiperimun este eficient ca tratament si impotriva infectiilor deja
instalate, producénd o ratd de vindecare de pana la 84% si reducand excretia de germeni in scaun.

La fel de interesant este un studiu realizat pe subiecti umani de catre expertul de renume
mondial S.A. Sarker de la centrul International Diarrheal Disease Research. Acesta a demonstrat
faptul cd oul hiperimun aratd o eficacitate similard cu preparatele pe bazd de lapte privind
tratamentul rotavirusului la copii'7>!,
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Este clar faptul cd oul hiperimun prezintd un mare potential de prevenire si tratament al
infectiilor extrem de periculoase de la nivel digestiv si nu numai, dupa cum va fi demonstrat in
continuare.

Alte efecte antibacteriene. Desigur, scdderea imunittii rezultatd din imunosenescentd ne
face vulnerabili la o mare varietate de infectii bacteriene si in afara tractului gastro-intestinal.
Extracte de ou hiperimun arata un potential ridicat in multe infectii de acest gen.

Pacientii cu fibroza chisticd (CF) sunt expusi in mod special riscului de colonizare cu
Pseudomonas aeruginosa (PA) la nivelul plamanilor, organism care se dezvoltd in propria
secretie mucoasd. Infectiile cu PA reprezintd de fapt cauza majord de deces si invaliditate la
pacientii cu CF>2, Printre pacientii cu fibrozi chistica care au efectuat gargard cu un preparat din
ou hiperimun obtinut de la gaini imunizate impotriva PA, nici unul nu a fost colonizat cronic cu
acest organism in timp ce, 24% dintre subiectii de control au fost colonizati®.

Oul hiperimun si-a demonstrat eficacitatea si impotriva altor infectii de la nivelul
sistemului respirator. Un lot de pacienti cu dureri de gat cauzate de bacterii au folosit un spray de
gat ce contine ou hiperimun si au ardtat o reducere dramaticd a simptomelor, in comparatie cu
subiectii tratati cu placebo®3.

Oamenii care triiesc cu HIV/AIDS. in mai multe feluri, infectia cu virusul
imunodeficientei umane (HIV) imitd imunosenescenta acceleratd prin imunitatea scdzutd si
inflamatia excesivd caracteristicd®®. Un studiu efectuat pe persoane care trdiesc cu HIV/AIDS a
demonstrat beneficiile remarcabile asociate consumului de oud hiperimune®®. Subiectii
suplimentati au simtit o imbuné&tatire generald a calitdtii vietii, inclusiv reducerea anorexiei, a
durerilor abdominale, diareei, pierderilor de memorie pe termen scurt, ametelilor, durerilor de cap
si a insomniilor. Durerea si dificultdtile de respiratie s-au redus de asemenea iar tofi subiectii au
prezentat o crestere semnificativd in greutate pand la sfarsitul studiului de 8 saptimani. Markeri
de inflamatie au scdzut in mod semnificativ s$i numarul celei mai importante limfocite CD4, un
indicator al functiei imune, s-a imbunatatit la 20% dintre pacienti.

Aceasta este 0 constatare extrem de importantd, avand in vedere gradul de suprimare a
sistemului imunitar intdlnit in general la pacientii cu HIV/AIDS si cheltuielile exorbitante ale
tratamentului standard. Posibilitatea ca un extract de ou ieftin si usor de distribuit ar putea scuti
atat de multa suferintd, oferd un progres important.

Sprijinul sandtigii imunitare la pacientii bolnavi de cancer. Imunosenescenta este un
factor important in cresterea riscului aparitiei cancerului, deoarece in acest caz, nivelul ridicat de
supraveghere al sistemului imunitar normal impotriva potentialelor afectiuni maligne se
ingusteazd. In acelasi timp, cancerul la fel ca si HIV/AIDS, aduce cu sine un fel de
imunosenescentd acceleratd, celulele canceroase invadand si destabilizand gazdele lor nefericite.
Chimioterapia agraveazd de cele mai multe ori situatia, l3sdnd pacientii cu cancer chiar mai
vulnerabili la infectii. Tractul GI primeste o lovitura extrem de grea atat de la boald cat si de la
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chimioterapicele administrate, ambele ducand la cresterea permeabilitatii intestinale care, in final,
permite patrunderea in corp a infectiilor®'.

Surprinzétor, anticorpii de diferite tipuri administrati pe cale orala au aratat o activitate
promitatoare in ameliorarea efectelor cauzate de cancer si de chimioterapie la nivelul tractului
GI®2. Un amestec de anticorpi IgA si IgG umani, administrat pe cale orald la pacientii cu

transplant de maduvia osoasa, a impiedicat cresterea periculoasd a permeabilititii intestinale, care
a fost observata la pacientii tratafi cu placebo®.

Imunoglobulinele de origine animalad (similare cu proteine biologic active din extractul de
ou hiperimun) a fost capabile sd reducd colonizarea fungicd in timpul administrdrii orale la
pacientii supusi transplantului de maduva osoasd®. Aceste studii au validat conceptul de utilizare
a oului hiperimun pentru a susgine imunitatea sistemului digestiv la pacientii imunosubpresati
bolnavi de cancer si au deschis calea citre noi studii cu rezultate chiar mai dramatice.

Traim intr-o lume ostild, inconjurati de un mediu plin de microbi i toxine care ne pot
afecta acut sénatatea sau ne pot provoca dureri cronice si suferintd. Pe masurd ce imbétranim,
imunosenescenta sldbeste sistemul nostru imunitar, facdndu-ne vulnerabili nu numai la infectii ci
si la cancer sau alte boli autoimune sau inflamatorii. Abordarile biochimiei medicale sau a
industriei farmaceutice nu reusesc intotdeauna sd remedieze situatia, putand chiar sd exacerbeze
riscul aparitiei acestor conditii (ca si in cazul prescriptiei antibioticelor in exces care conduce la
aparitia de noi organisme periculoase pentru sdndtatea umand).

Cu toate acestea, oul hiperimun produs de gdind este un depozit natural pentru elementele
de protectie care pot promova sdnidtatea umand. Giinile care au fost imunizate impotriva
organismelor cauzatoare de boald fac oud imbogatite cu substante care au potentialul de a
imbunatatii sdnatatea umand, atat in tractul GI cat si in alte parti ale corpului. Bolile gastro-
intestinale precum si cele cauzate de infectii sau inflamatiei excesiva sunt tinte legitime pentru
suplimentarea cu ou hiperimun. Mai mult decat atat, suplimentele din ou hiperimun pot
imbunatdtii imunitatea persoanelor care traiesc cu HIV/AIDS si chiar au demonstrat potential in
sustinerea imunitard la pacientii cu cancer. Nu existd nici o indoiald: oudle hiperimune reprezinta
o abordare unica privind protejarea sanatatii si longevitaii.

Populatia de oameni béatrani este in crestere la aceastd ord, fard precedent. Cu o tehnologie
avansatd recentd si o nutritie mai bund, populatia traieste mai mult decét pana acum, mai ales in
tarile dezvoltate unde speranta de viata s-a dublat de la 45 la 80, in anul 2000. Pentru a putea
asigura o sénitate adecvatd pentru batrani este necesara realizarea unor studii stiintifice cu aspect
medical privitor la procesul de imbétranire. Sistemul imun este una dintre functiile corpului
profund afectate de imbétranire. Este necesar cé cercetarea privind imbatranirea si se concentreze
asupra fenomenelor imunologice ale imbétranirii ca sa intelegem imbétranirea ca un tot unitar.

La batrani multe modificdri privesc imunitatea cu care se naste persoana respectivi
precum $i imunitatea dobandita in timpul vietii. Alterarea sistemului imun la b&trani este privitd in

i
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general ca o deteriorare a imunit#tii numitd imunosensescenta. Multi parametrii imunologici sunt
frecvent redusi la bétrani, iar raportul dintre imunitatea de la nastere si cea dobanditi rdméane
relativ asemanitor pe tot parcursul vietii. in ultima perioads de timp recunoasterea rolului
sistemului imun la béatrdni a dus la cresterea numarului de publicatii in revistele de stiinte
geriatrice si gerontologie. In anul 2004 a aparut revista Immunity & Ageing, o revista "on-line"
care are drept scop publicarea numarului mare de lucréri ce nu au loc in publicatiile tiparite.

Imunogerontologia, studiul sistemului imun la batréni, este un domeniu relativ nou asadar,
nu sunt disponibile incd o serie de informatii cheie asupra acestui subiect. Concluziile studiilor
facute pe animale sau culturi de tesuturi si investigatiile faicute pe om au fost contradictorii, dar
aceste discrepante vor fi probabil rezolvate odatd ce vor fi disponibile mai multe informatii.
Aceasti situatie s-a datoreazd faptului cd gerontologii nu au folosit definifii acceptate de toti cu
privire la momentul cdnd incepe procesul de imbéatrénire sau in ce moment un individ este
considerat batran. Studiile cu privire la batranete compard o populatie cu indivizi tineri fatd de o
populatie de indivizi batrani fara a incerca sd defineascd cine este tanar si cine este bétran. Fara o
definitie clard a acestor termeni este dificil s determini care sunt diferentele imunologice
observate in grupul de batrani ca rezultat al imbatranirii sau ca rezultat al bolilor batrénetei.
Numeroase studii s-au concentrat exclusiv asupra faptului ca pentru a trdi 100 de ani batranul
trebuie sd fie exceptional de sanitos. Chiar dacd aceastd populatie este extrem de limitata,
concluzia din aceste studii a ajutat si se stabileascd lucrdrile de baza pentru studii mai ample care
sd includa populatia de tineri imbatraniti.

In 1984, un grup de cercetare a dezvoltat protocolul SENIEUR ca o incercare si
defineasca criteriile pentru selectarea indivizilor cu adevirat batrani sanitosi pentru studii imuno
gerontologice. Protocolul SENIEUR a stabilit patru puncte de s3nitate bazate pe date clinice si de
laborator. in efortul de a reduce implicarea acestora in alte studii s-a realizat coliziunea dintre
fenomenele observate in procesele naturale ale imbatranirii sanitoase si fenomenele atribuite
bolilor legate de imbatranire. Folosind protocolul SENIEUR, citeva studii recente au rasturnat
multe ipoteze cu privire la procesul de imbatranire al sistemului imunitar. Urmdtoarele paragrafe
vor prezenta unele dintre aceste noi descoperiri in imuno gerontologie.

Este bine documentat faptul ca declinul imunocompetentei apare odatd cu varsta sau mai
bine spus este legat de vérsta oamenilor. In acest caz sistemul imun incepe sa piardi cateva din
functiile sale si nu mai poate rispunde repede sau eficient la stimuli. Modificarile sunt legate de
varsta gazdei:

> in sistemul imun;

»  modificari chimice pana si la modificarea tipurilor de proteine gasite pe
suprafata celulelor;

> alterarea intregului organism.
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Studiate separat, cateva dintre aceste modificari par a fi ciudate, dar cidnd sunt studiate
impreuna se constatd ca acestea afecteaza radical sdnitatea generald a individului. O modificare
majord care se poate constata in corpul imbatranit este involutia timusului. Timusul, este un
organ unde se matureazd celulele T. Celulele T sunt foarte importante fiind o populatie de
limfocite specializate care au mai multe functii:

> omoard bacterii;
> asistd alte tipuri de celule ale sistemului imun.

Timusul se atrofiazi natural, odatd cu vérsta. La 60 de ani volumul timusului este mai mic
de 5% din cel de la nastere si dacd ludm in consideratie cd omul poate trdi pand la 120 de ani, la
aceastd varstd timusul va dispérea in totalitate. De asemenea celulele T sunt produse continuu in
toatd perioada de viatd, iar atrofia timusului duce la o scadere continui a celulelor T in tot timpul
vietii. Nu se stie de ce se deterioreaza timusul. Se pare ci timusul este un organ extrem de scump
din punct de vedere energetic si de care este nevoie in primele stadii de viata ale corpului. Acesta
nu are timp sd dezvolte rezistenta proprie fata de antigenii strdini. Odata cu dezvoltarea completa
a sistemului imun, pentru a proteja gazda fati de miliarde de antigeni, mentinerea timusului
devine din punct de vedere energetic foarte scumpa. Pentru organism este mai avantajos din punct
de vedere evolutiv sa scadid cantitatea de tesut timic si sd foloseascd energia care ar sustine
timusul pentru alte scopuri. Deoarece celulele T joaca un rol important in imunitate, indivizii care
triiesc mai mult au nevoie permanent de un suport proaspdt de celule T ca sd protejeze
organismul fatd de antigenii noi §i aceasta pierdere inceatd dar sigurd a tesutului timic afecteaza
profund efectele intregului sistem imun al batranetii. Efectele imbatranirii functiilor celulelor T se
manifesta in nenumarate feluri.

Numeroase subpopulatii de celule T sunt gasite in timus si in circulatia sanguind, dintre
ele celule T naive si celule T cu memorie. Celulele T naive sunt celulele T care niciodatd nu au
fost expuse la nici un fel de antigen strdin. Acestea sunt activate, stimulate pentru a identifica
antigenii striini. Sistemul imun, cu ajutorul celulelor T cu memorie elimind antigenii straini din
corp §i pastreaza informatia in memoria celulelor T. Memoria celulelor T intrd in stare de
adormire i se reactiveaza numai la o altd expunere la acelasi antigen. O diferentd cu privire la
subpopulatiile de celule T naive si celulele T cu memorie fost observata intre subiectii tineri si cei
in vérstd. La noii ndscuti sunt mai multe celule T naive de cét celulele T cu memorie. La adulti
raportul este invers deoarece cele mai multe celule T naive s-au transformat in celule T cu
memorie prin expunere la antigeni. Batranii nu mai au celule T naive datoritd deteriorarii
progresive a timusului odatd cu vérsta iar populatia de celule T naive nu se reimprospateaza. in
consecintd stocul de celule T naive scade si sistemul imun imbatranit nu mai poate raspunde tot
asa de bine ca la persoanele tinere la antigeni noi.

Odatd cu declinul subpopulatiei de celule T, se constatd modificari importante ale
suprafetei celulare la toate celulele T. Celula T foloseste proteina receptor T care se géseste pe
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suprafata celulei pentru cuplarea de un antigen, iar stimulul, informatia, o comunica in interiorul
celulei. Multe molecule sunt implicate in transductia semnalului. Procesul de transmitere a
semnalelor de cuplare si identificare a antigenilor trec prin membrana celulara in celuld. Semnalul
de transductie este o cascada de reactii chimice, fiecare fiind dependentd de eveniment. Celulele T
imbdtranite nu mai recunosc antigenul CD 28, o moleculd importantd pentru semnalul de
transductie si activarea celulelor T la suprafata celulei. Fara aceasta proteind, celulele T riméan
active si nu raspund la stimuli patogeni strdini. Un indiciu al disfunctiei semnalului de transductie
in celulele T este cd nu raspund la stimuli patogenii strdini. Un alt indiciu este cd prezenta
antigenului CD69 pe suprafata celulei este in cantitate micad la persoanele batrane. Celulele T
produc antigenul CD69 numai dupa cuplarea cu un antigen la receptorul celular. Daca semnalul
de cuplare la antigen nu este transmis in interiorul celulei T, antingenul CD69 nu va apare pe
suprafata celulei §i acesta este un indiciu cd la persoanele bétrdne nu existd semnalul de
transducere.

Un alt defect in activitatea celulei T la batrani este legatd de sciderea calciului. Calciu
este un element vital care este crucial pentru multe reactii biochimice inclusiv semnalului de
transductie. O deficientd de calciu in celulele T opreste semnalul de transductie prin lipsa
stimularii enzimatice inclusiv a protein kinazei C, MAPK si MEK, care au nevoie de calciu pentru
functiile proprii. Scéderea cantitatii de calciu poate inhiba productia de cytokine, proteine
responsabile de coordonarea interactiunii cu antigenul si amplificarea raspunsului imun.

O cytokind care a fost studiatd mai mult este interleukina 2 (IL-2), cytokina produsd si
secretatd de celulele T, care induce proliferarea celulard si suporta cresterea pe termen lung a
celulelor T. Celulele T batrane pierd capacitatea de a produce si a raspunde la IL-2. Cand sunt
expuse la un antigen, celulele de memorie T se divid rapid si prolifereaza ca s& producd mai multe
celule T clonate care, la randul lor, sa lupte cu antigenul. Aceasta proliferare se face cu ajutorul
[L-2. Dacé nu se produce suficientd cytokina 1L-2, sau daca celulele T nu pot sé raspundé eficient
la IL-2, functiile celulei T sunt mult diminuate. S-au inregistrat schimbdri fata de alte cyotkine
precum cytokina 4, factorul —alfa de necrozd tumorald si gama-interferonul, dar incd nu se
cunoagte ce influentd au aceste modificari asupra sitemului imun imbatranit.

Alterarea genetica in relatie cu varsta se constatd in celulele T. Studiile in vitro a celulelor
T umane cultivate pentru o perioadd mai lunga de timp au ardtat ca ciclurile de diviziune devin
mai lente si eventual se opresc, chiar atunci cind celulele cresc in prezenta IL-2; Concluzia este
cd, celulele T se opresc si se dividad si devin prea batrane sd mai functioneze. Multe probleme
legate de masindria genetica a celulelor T se constatd odatd cu scdderea multiplicarii celulare.
Factorii de transcriptie (cd NF-kB si AP-1) proteica care folosesc ADN ca si creeze ARN in
cursul proceselor de producere a proteinelor, par s3 devina improprii sau inactivi. La acest proces
intervine si imbdtranirea care scade capacitatea de raspuns a celulelor T prin pierderea activirii
genelor necesare pentru stimularea celulelor T. Celulele T batrdne sunt mult mai sensibile la
apoptozd sau sunt programate sd moara, ceea ce se face prin pierderea graduala a telomerelor care
creaza probleme pentru cromozomii care previn degradarea ADN-ului. Problemele rearanjdrii
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receptorilor genelor celulelor T contribuie la involutia timusului prin formarea celulelor mai putin
rezistente la apoptoze. Astfel, celulele T par sd aiba o viatd limitatd si imunosensescenta si sunt
programate genetic.

Reducerea functiilor celulelor T la batrani afecteazi functiilor celulelor de tip B deoarece
celulele T actioneaza impreuna cu celulele B sd regleze productia de anticorpi. Celulele T induc
celulelor B sa activeze genele imunoglobulinelor, care in schimb formeaza repertoarul de
anticorpi care este mult mai restrictionat la batrani de cat repertoarul celulelor T la tineret.
Productia de imunoglobuline M, una dintre cele cinci clase de anticorpi, este afectatd in mod
special. In cursul infectiilor IgM este prima clasa de anticorpi care raspunde. La batrani
inabilitatea de a lupta cu infectiile in comparatie cu organismul tinerilor poate fi legata de
diminuarea raspunsului imun IgM. Rata de maturizare a celulelor B scade cu varsta. Celulele B
sunt produse in maduva oaselor tot timpul vietii, dar numarul celulelor B scade cu varsta. Avand
putine celule B mature, scade cantitatea de anticorpi produsa ca raspuns imun la infectie.

Autoanticorpii, anticorpii care reactioneaza contra antigenilor self (proprii), sunt in mod
obisnuit semnele distinctive ale bolii autoimune. Totusi prezenta autoanticorpilor este adesea
corelatd cu vérsta, chiar la persoanele batrane sénétoase care nu au boald autoimuna. Interleukina
10 (II-10) este o moleculd care stimuleazd productia de autoanticorpi in pacientii cu boala
autoimuna. I1-10 se pare ci nu afecteazi sanatatea batranilor. In schimb, productia de
autoanticorpi la batrani poate fi in legaturd cu modificarile functionale in celulele T descrise mai
sus. Productia in cantitdti mici de autoanticorpi este o parte normald a batranetii, al crei activitate
nu este cunoscutd. O posibilitate ar fi ca mutatiile in genele celulelor T care apar odatd cu
imbatranirea pot crea o subpopulatie de celule T care recunosc antigenul propriu gazdei. in
conditii normale, aceste celule T sunt eliminate din timus inainte de maturarea completa, dar
involutia timica duce la pastrarea populatiei de celule T. Aceste celule T pot induce celulelor B sa
producd autoanticorpi contra antigenilor proprii. Aceastd teorie pare sd fie sustinutd de studii
realizate pe soarece demonstrand ca transplantarea unui timus de la fat in indivizi batrani cu o
boald autoimuna poate reface functionarea si astfel sa se trateze boala autoimuna.

Si alte celule ale sistemului imun sunt afectate de imbatranire. Activitatea leucocitelor,
incluzdnd macrofagele, monocitele, neutrofilele si eozinofilele, este redusa la batrani. Sunt foarte
putine informatii cu privire la efectele imbaétranirii asupra acestor tipuri de celule.

Celulele natural Killer (NK). Celule care sunt create sa secrete cytokine si s& omoare
alte celule, sunt un tip de celule care au fost studiate intens. A fost o informatie potrivit céreia
celulele NK scad odatad cu imbatranirea dar aceasta teorie care s-a bazat pe studii facute pe soareci
s-a schimbat deoarece s-a constat ca la om, numarul acestora se schimba foarte putin. Initial nu s-
a tinut cont de protocolul SENIEUR. In studiile ficute folosind protocolul SENIEUR s-a constatat
cd activitatea celulelor NK se schimba foarte putin in timp, deasemenea un studiu contradictoriu
sugereazd cd si in cazul cand functiile citotoxice (cell-kiling) ale celulelor NK se mentin,
activitatea secretorie a citokinelor este nesigurd. in timp ce cytokinele joaca un rol important in
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dezvoltarea tumorilor si de a indeparta infectiile, inmunosenesecenta celulelor NK poate avea un
efect extensiv asupra sistemului imun. Studii suplimentare cu privire la celulele NK sunt necesare
sd rezolve aceaste discrepante.

Ce implicatii produc toate aceste modificéri in sistemul imun imbatranit cu privire la
sdndtatea batranilor? S-au studiat doud domenii pentru a asigura sdnitatea acestora: vaccinarea si
nutritia.

Se stie cd batranii nu rdspund tot aga de bine ca tinerii la vaccinare. Vaccinarea se face
pentru a educa sistemul imun contra unui agent infectios. Vaccinurile oferd o substantd
neinfectioasd care contine acelasi antigen ca si agentii patogeni pentru crearea unei populatii de
celule T cu memorie si celule de tip B producétoare de anticorpi si astfel s& se prevind infectiile
ulterioare. Unele vaccinuri, cd vaccinul antivariolic aviar (smallpox) are nevoie sa fie administrat
o datd ca sd confere imunitate pentru toatd viata. Alte vaccinuri, cum ar fi vaccinul antigripal, este
necesar s fie administrat anual datoritd numeroaselor tulpini de virus existente si dominatiei unei
tulpini virale fatd de altele. Gripd si pneumonia sunt doud boli care in mod special afecteazi
batranii.

Din acest motiv, vaccinurile sunt o prioritate pentru asistenta medicald a imbatranirii. Cu
toate acestea, sunt schimbari deosebite la batrani cu privire la vaccinuri. La bétrani raspunsul in
anticorpi este mai lent i mai slab decét la tineri si celulele subpopulatiilor T nu rdspund bine la
vaccinare. Memoria celulelor T la persoanele batrane nu reactioneazi asa de repede i pentru o
perioada lungd de timp ca la subiectii tineri. Numeroase studii au avut drept scop imbunétitirea
vaccinurilor folosite la batrani. Sunt in studiu un nou tip de vaccinuri care pot produce eliberarea
de lipozomi sau DNA (naked DNA) ca sd creeze un rdspuns imun mai puternic. Se incearcd
utilizarea a noi metode de vaccinare dintre care spray-ul intra nazal sau oral ca sd stimuleze
imunitatea mucoaselor.

Nutritia joaca un rol deosebit in raspunsul imun la batrani. in acelasi timp batranii sufera
in mod curent de malnutritie. Reducerea caloriilor in nutritie este cunoscutd pentru incetinirea
procesului de imbdtrénire si ajutd la mentinerea unui numéar mare de celule T naive si a nivelului
de IL-2. Vitamina E si zincul sunt nutrienti importanti pentru functionarea corectd a sistemului
imun. Deficienta pe termen lung a a zincului la batrdni cauzeazd o scidere a productiei de
cytokine si, in consecintd, a reglarii activitdtii celulelor T. Vitamina E se anuntd ca un posibil
medicament in tratamentul la bolii Alzheimer (CSA’s Discovery Guide Series: Alzheimer’s
Disease de Fred Spangler). in acelasi timp s-a constatat ¢ suplimentele cu vitamina E pot ajuta
sistemul imun. La soareci $i oameni o doza zilnicd de vitamina E mai mare de cat cea
recomandatd de metodologia din USA, imbunitéteste functiile celulelor T in imunitatea mediaté
celular. Vitamina E este deasemenea un antioxidant care poate proteja limfocitele, creierul si alte
tesuturi de actiunea distructiva a radicalilor liberi.
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Asa cum am vazut imbatranirea afecteazd multe componente ale sistemului imun si
sistemul imun interactioneazd cu fiecare organ in corp. O intelegere clara a modificarilor
imunologice care duc la imbétranire este necesare pentru o asistentd medicald de calitate pentru
béatrani (65,66).

Glossary

1. Adjuvant: o substantd non-reactivd incorporatid in vaccinuri ca si creasca
raspunsul imun fatd de vaccin. Adjuvantii nu pot stimula rdspunsul imun fara antigeni.

2. Anticorpi: proteine produse de celulele de tip B ca rispuns al stimulilor unui
antigen. Odatd recunoscut antigenul celulei B produc acelagi timp de anticorpi care vor
cupla numai acest antigen care a stimulat celule de tip B.

3. Antigen: o substantd strdini care se cupleazd cu anticorpii sau receptorii
celulelor T care produc un rdspuns imun. Antigenii pot fi proteine, carbohidrati, acizi
nucleici, hormoni sau alte substante. Sistemul imun in mod obisnuit rdspunde contra unui
antigen strain, dar in boald autoimuna sistemul imun reactioneazd contra antigenilor
proprii (self-antigens) produsi de corp ca si cum ar fi antigeni proprii dar stréini.

4. Apoptozi: celule programate si moard, in care se condenseazd cromozomii,
AND-ul se degradeaza si celulele killer le distruge.

5. Boala autoimuni: o boald in care sistemul imun fisi atacd propriul corp si
cauzeazd distrugeri tisulare. Sistemul imun al gazdei face greseli cu privire la antigenii
proprii fatd de antigenii strdini $i monteaza un raspuns imun contra tesuturilor care au
antigeni proprii. Lupus, artritele reumatoide si scleroza multipld sunt exemple de boli
autoimune la om.

6. Celule B: o populatie de limfocite care se matureazd in miduva osoasd i
produc anticorpi. Celulele B pot fi gasite in méduva osoasd si in circulatia sanguina.

7. Antigeni CD: proteine care apar la suprafata limfocitelor si care pot servi ca
markeri biochimici caracteristici pentru un tip de celule. CD pot fi utilizati pentru o
diferentiere (cluster differentiation) si indicd legdtura sau stadiul de maturare al
limfocitelor. Se accepta ca moleculele sa fie numite CD urmate de un numér (CD 28 sau
CD 69). Unii antigeni CD au functii cunoscute in timp ce pentru alti antigeni CD nu se
cunosc functiile acestora.

8. Cytokine: proteine sintetizate de celulele sistemului imun care reactioneaza cu
sistemele imun, nervos si endocrin. Cytokinele pot fi imunostimulatoare sau
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imunosubpresive. Dintre cytokine fac parte interleukinele, interferonii si unii factori de
crestere.

9. Imunocompetentei: o calitate sau o stare a sistemului imun care are o
functionalitate adecvata.

1 0. Imunogerontoligie: studiul procesului de imbatranire al sistemului imun.

11.Imunoglobulina: un alt cuvant pentru anticorpi. Imunoglobulinele sunt
subdivizate in 5 clase: IgM, IgA, IgE, IgD si1 IgG.

| 2. Imunosenescenta: imbitranirea sistemului imun.

| 3. Leucocite: celulele albe ale singelui. Populatia de leucocite se compune din
celulele B, celulele T, monocitele, macrofagele, bazofilele, eozinofilele, neutrofilele si
celulele killer naturale.

4. Lipozomi: vezicule de lipide care contin o substanti (medicament sau vaccine)
de livrat pentru un anumit tip de celula

15.Limfocite: a populatie de celule albe din singe, dintre care o subpopulatii de
celule, celule B si celule natural killer.

16. Imunitatea mucoaselor: o parte din sistemul imun asociat de ftesuturile
mucoaselor tractusului respirator, gastro intestinal si tractusului urogenital.

17.Celule natural killer: celule care ataca si distrug celule infectate cu virusuri si
celule tumorale.

1 8.Signal transduction: un proces prin care reactioneazi o celuld la un stimul din
mediul inconjurdtor prin transmiterea informatier de pe suprafata membranei in interiorul
celulei. Pe membrana celulard sunt proteine/receptori pentru molecule specifice. Cand
moleculele se cupleazi 1a un receptor, cuplarea produce o cascadi de evenimente chimice
in celuld, implicand enzime, proteine si ioni (in special calciu). Fiecare eveniment este
dependent de evenimentul petrecut si daci nu este parte a acestuia este pierdut iar
semnalul transductiei este intrerupt.

19.Receptor celular T: un complex proteic de pe suprafata celulelor T care
cupleaza cu antigenul. Ca s1 anticorpii, receptorii celulart T sunt specifici pentru anumiti
antigeni.

20.CeluleT: o populatie de limfocite din singe, care se maturizeazi in timus.
Celule T se pot gisi in timus, noduli limfatici g1 in circulatia sanguina. Celulele T au multe
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functn incluzand asistenta altor celule ale sistemului imun, omorédnd patogenii straim sau
celule infectate si chiar subpresand raspunsul imun.

21.Telomere: proteine specializate pentru a repeta secvente DNA pe sfarsitul
cromozomului; care protejeaza cromozomii de degradare.

22 Timusul: un organ deasupra inimi, unde se matureazi celuleleT

23.Factori de transcriptie: proteinele care ajutd sinteza ARN folosind un ADN
template. Proteina NF-kB s1 proteina AP-1 sunt dot bine cunoscuti factori de transcriptie.
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INVENTIA PE SCURT

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Studiile efectuate in perioada 2011-2014 au avut drept scop obtinerea unui ou hiperimun
identificat: ou hiperimun PC2, in componenta caruia sunt anticorpi formati pentru 10-30 de agenti
patogeni si/sau substante toxice. Acest ou integral poate fi consumat crud, fiert la 65°C pentru 25
de minute, fiert la 100°C 4.5 minute. In aceste conditii se pastreaza activitatile specific ale tuturor
imunoglobulinelor. Oul hiperimun PC2 se poate conserva prin uscare folosind atomizarea la
temperaturi joase sau liofilizarea. Pulberea obfinuti se poate consuma ca atare, in amestec cu
cacao, cu vitamine dizolvate in apa, apa minerala, sucuri $1 bauturi gazoase sau lapte.

Imunizarea se executd folosind minimum 10 antigeni bacterieni sau un amestec de 10-30
de antigeni bacterieni, virali si micotici, uscati prin lofilizare si in amestec cu adjuvant QS21.
Aceastd tehnologie prezentatd in acest brevet de inventie poate fi usor folosita, iar IgY specific
poate fi comercializat la un pret convenabil si valorificat in unitatile medicale din Romania.

Prezenta inventie este pentru a produce un ou hiperimun care si contind un grup de 10-30
de IgY-uri din galbenusul de ou, care are urmatoarele etape:

(a) prepararea unui antigen complex folosind tulpini bacteriene izolate de la pacientnn din
Romadnia, tulpini rezistente la antibiotice. Antigenul este un amestec de tulpini rezistente la
antibiotice de aceeasi specie de bacterii sau un antigen preparat dintr-un amestec de tulpini de
la mai multe specii de bacterii, cu antigeni virali $i micotici;

(b) prepararea antigenului in amestec cu un adjuvant QS21;

(¢) imunizarea pasarilor cu antigenul preparat conform pct. (a) s1 (b) in urma carora se formeaza
anticorpi specifici in corpul gdinilor, anticorpi care sunt transferati si acumulati in galbenusul
ouilor;

(d) oul hiperimun PC2 se utilizeazid in hrana persoanelor in varsta de peste 65 de ani sau la
recomandarea medicilor la pacienti cu imunosupresie, cu afectiuni bucale, digestive sau pe alte
mucoase, tesuturl sau organe.

DESCRIEREA SUMARA A PROCEDURILOR

Obiectivele acestui brevet se vor evidentia in baza descrierii de mai jos:

Anexa # |. Prezinta oul hiperimun PC2 preparat dupi aceasta metoda:

(a) IgY-specific identificat prin testul ELISA folosind IgG anti IgY de iepure (foto);
(b) [gY-specific determinat cantitativ prin testul ELISA (foto)

(c)  IgY-specific determinat calitativ prin testul ELISA (foto)

e
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DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

In acord cu prezenta inventie, prepararea oului hiperimun PC2 cuprinde o serie de etape
dintre care: prepararea antigenului (1), imunizarea gainilor ouatoare conventionale sau SPF (2)
evaluarea calitativa si cantitativa a anticorpilor (3).

Prepararea antigenului.

In acord cu prezenta inventie sunt izolate de la pacienti tulpini bacteriene rezistente la
antibiotice care se identifica si se inmultesc. Celulele bacteriene spalate in tampon fosfat (PBS) de
3 o s1 centrifugate la 4000 rpm la 20°C, 15 minute sunt liofilizate in flacoane de 10ml, cate 4ml
de suspensie bacteriana in fiecare flacon. Dupa liofilizare flacoanele se conserva la -20°C. 50mg
de bacterti se resuspenda in solutie tampon fosfat (PBS) la concentratia care reprezinti densitatea
opticd ODgoo de 1.00 si se amestecd cu 45ul de adjuvant QS21. Antigenu virali se obtin prin
replicarea pe cultura de celule a virusurilor si inactivarea lor cu beta-propiolactona. Ciupercile,
dupa cultivarea in medii selective sunt inactivate timp de 60 minute la 80°C.

1. Imunizarea giinilor ouiitoare conventionale sau SPF

Antigenul se administreaza prin injectie intramusculara cate 0.5 ml in patru puncte diferite
din musculatura pieptului la gainile oudtoare conventionale sau gaini oudtoare SPF. Antigenul se
inoculeaza la interval de 14 zile, de trei ori. La cea de-a doua administrare se face un control al
prezentei anticorpilor specifici antigenului dat, din singe s1 galbenus, folosind testele ELISA.
Recoltarea oualor se face la 14 zile de la cea de la treia administrare de antigen cand titrul
anticorpilor in ser si gilbenus este mare. Titrul anticorpilor se evalueazi periodic din gilbenusul
provenit de la gainile imunizate cu antigenul dat.

Tehnica de imunizare a giinilor oudtoare cu antigenul selectat este bine cunoscuti.
Prezenta inventie poate folosi orice fel de metodd de imunizare a gainilor care permite
administrarea antigenului dat prin orice cale de administrare, inclusiv subcutanata, intracutanata,
intramuscular, intravenos. Metodele de control sunt prezentate pe larg in brevetul de inventie nr.
A/00156 din 25.02.2014

In prezenta inventie se foloseste ca adjuvant QS21. Se pot folosi si alte tipuri de adjuvanti
dintre care adjuvantul Freund complet sau adjuvantul Freund incomplet, sau o combinatie a
acestora.

Folosirea adjuvantulur QS21 in amestec cu antigenul dat creste raspunsul imun, nu
produce reactii locale si s-a dovedit foarte eficient in producerea si mentinerea unui titru mare
pentru o perioada lungd de timp, 12 luni cat a tinut experimentul; adjuvantul QS21 are un rol
important in prepararea anticorpilor specifici.

K0
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Oul hiperimun PC2 din prezenta inventie este utilizat in tratamentul preventiv sau curativ

al infectillor bacteriene, virale, micotice, cu levuri dupa administrarea per os pentru afectiuni

digestive, afectiuni pulmonare, infectii virale sau infectii cu alte localizér in organismul uman.

MODELE RECOMANDATE DE FOLOSIRE A INVENTIEI

Exemplele de mai jos au drept scop ilustrarea $i nu au intentia de a limita scopul prezentei

inventii.

(a).

(b).

(c).

(d).

(e).

().

Exemplul 1.

Fiecare serie de gaini este imunizatd cu un pachet de 10-30 de antigeni bacterieni, virali
sau micotici. Tulpinile bacteriene $1 micotice pot fi 1zolate de la pacientii din spitalele din
Romania. Unele tulpini virale sau micotice sunt reprezentate de un amestec de tulpini
1zolate de la pacientii din spitalele din Romania s1 a tulpinilor de referintd certificate.
Acest pachet de microorganisme cuprind: Shigella dysenteriae, Staphylococcus
epidermidis, Staphilococus simulans, Staphilococus aureus, Fscherichia coli, Salmonella
enteritidis — and  typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Haemophilis influenzae, Stereptococus (6 specii), Acinetobacter Baumani, Herpes
simplex, Clostridium difficile (spori, forma vegetative si exotoxine A si B) ganismul uman.

Fiecare tulpind va fi conservati la -85°C ca produs original. Multiplicarea bacteriilor
pentru prepararea antigenului se va face in mediul de cultura recomandat;

Din cultura de bacterii de 24 de ore se prepard un sediment de bacterii echivalent cu
2x10UFC, prin centrifugare 15 minute la 4.000 rpm la +20°C:

Peleta rezultata se resuspenda in PBS la volumul initial si se liofilizeaza 2ml in flacoane
de 4 ml. Dupa liofilizare, cultura bacteriana se conserva la -20°C;

Peleta rezultatd la pct. (c). se resuspendi la volumul initial in 0.4% formol in PBS s1 se
incubeaza peste noapte la +37°C. Formolul se elimind prin centrifugare 15 minute la 4000
rpm la +20°C. Bacteriile inactivate se resuspendain PBS si se liofilizeaza. Dupa liofilizare
flacoanele se conserva la -20°C;

Antigenul se prepara folosind 500ug de celule/ml inactivate sau 3-4.5ug de proteind/ml
care se reconstituie in 0.5m1 PBS si se amesteca cu 0 Sml de adjuvant QS21. Amestecul se
dilueaza in parti egale cu emulsificator Tween 20 5% pentru imunizarea gainilor;

Antigenul este un amestec de tulpini din cadrul aceleiasi specit de bacterit sau un amestec
de tulpint bacteriene;

Antigenii virali se prepara din suspensia de cultun de celule cu virus, inactivat cu beta-
propiolactona, purificat prin filtrare prin filtre Millipore de 0.45um.

b7
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Antigenii reprezentati de ciuperci sunt preparati din culturile de ciuperci in medn selective
care sunt inactivate 160 minute la 80°.

Gaini ouatoare conventionale sau SPF la varsta de 140-180 de zile, clinic sanatoase,
crescute industrial, hranite cu furaje pentru gaini ouatoare, rasa Leghorn sau Rhode Island
Red s1 cu adapare automata.

Gainile sunt imunizate intramuscular, in patru puncte diferite cu 2 ml din antigenul dat:

Dupa prima administrare gainile primesc alte doud administrdni din acelasi antigen, pe
aceeasi cale de administrare la interval de 14 zile;

La cea de-a doua si respectiv a treia administrare se prelevd sange pentru controlul
raspunsului imun;

Probele de sdange prelevate de la gdini dupd administrarea a doua si a treia de antigen sunt
tratate pentru a se exprima serul care se extrage de pe coagul si se conserva la +4°C sau la
-20°C.

Pentru evaluarea raspunsului imun se foloseste testul ELISA calitativ i cantitativ;

Se admit in productia de oua hiperimune PC2 giinile care au raspuns pozitiv la
administrarea complexului antigenic dat.

Se considerd momentul optim de recoltare a oualor atunci cand se extrag din gilbenus
100-200mg de IgY respectiv 10-20 mg IgY specific.

Exemplul 2
Extragerea IgY

Galbenusul se separa de albus s1 se extrage dupa ruperea membranei viteline de la oudle
colectate de la gainile imunizate dupi 14 zile de la ultima administrare a antigenului dat.

Se misoard volumul gdlbenusului dupi care se amesteca cu apa distilatd la +4°C, pH 4-7
inraport de 1:7 -1:10 s1 se agitd cu un turmix timp de 5 minute la temperatura camerei.

Se corecteazi pH-ul la 4-7s1 se adauga Thimerosal 0.01%

Amestecul se congeleaza la -20°/-40°C direct sau in trepte, cate un grad pe minut folosind
azot hchid.

Dupa congelarea intregului amestec se decongeleazi la temperatura de +20°C.

Dupa separarea celor doud faze lichidasi semisolida se extrage faza apoasa;

¥
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IgY extras in faza apoasa se prelucreaza prin filtrare la temperatura de 20°C folosind filtre
care permit trecerea proteinelor cu greutate mai micd de 20kDa pentru a se retine
biomoleculele insolubile in apa, majoritatea lipide s1 granule de galbenus.

IgY se conserva la +4°C pentru a se efectua determinarile cantitative si calitative de rutina.
Determindrile cantitative si calitative se fac folosind:

» testul ELISA calitativ;
» tesutl ELISA cantitativ;

Exemplul 3
Conditionarea ouilor hiperimune PC2,

Dupa stabilirea activititin de inhibare specifica a multiplicari bacteriilor, oudle hiperimuine

se condifioneaza prin:

(a).
(b).
(c).
(d).
(e).

(.

(g).
(h).

Recoltare de pe banda colectoare i transportate in camera frigorifica la +4- 8°C;

Se sorteaza si se elimini ouile sparte si ouile murdare;

Se identifica fiecare ou cu data de fabricatie $1 valoarea lor biologica;

Se repartizeaza automat in cofraje de 6, 12 s1 36 de oua;

Pe fiecare cofraj se lipesc etichete care contin informatii privind oul hiperimun PC2;

Se mentioneaza pe etichete modul de conservare, modul de utilizare si data expirari
produsului;

Ouale hiperimune PC2 ambalate in cofraje sunt conservate si transportate la +4 — 8°C;
Ouile hiperimune PC2 sunt conservate pina in momentul consumului la +4-8°C.

Exemplul 4
Prepararea oului hiperimun PC2 integral granulat prin atomizare

Oul hiperimun PC2 se spala, se sparge si se separd de coajd manual sau cu o masina

automatd. Continutul oului se amesteca intr-un malaxor special si se transfera la +10C© intr-un
aparat de uscare la temperatura joasd (+65°C) dupi care se transferd intr-un recipient din inox si
se preia intr-o masind de dozare cu ajutorul careia se condifioneaza oul integral granulat in
flacoane de 350g, 170g sau flacoane care se sigileaza cu folie de aluminiu. Flacoanele etichetate
sunt ambalate in cutii individuale s1 cutii colective.

Dozele individuale reprezinta cate 12 si respectiv 6g repartizate in plicurt din plastic care

se inchid la cald. Ambalajul final se face in cutii de carton cu cate 50 de plicuri per cutie.

Oul hiperimun PC2 granulat se poate conserva la +20-22°C timp de un an iar la +4-8°C

cel putin 2 ani de zile.
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Exemplul §
Prepararea oului hiperimuin PC2 integral granulat prin uscare in vid (liofilizare).

Amestecul de ou integral conf. Ex. nr 4 se lofilizeaza cu un program intensiv de uscare in

vid, la un punct eutectic de -30-56°C, cu un program special de evaporare la temperatura de -4°C
si la temperatura finala de +30°C.

(a).

(b).

Dupa liofilizare oul hiperimun PC2 granulat se conditioneaza conf. Ex. Nr 4.

Exemplul 6
Control final al IgY

Pentru forma finald a oului hiperimun PC2, pentru administrare orala, se folosesc
metodele de control:

» Sterilitate microbiologica: standard alimentar.
Regulamentul (CE) nr. 2160/2003 al Parlamentului European g1 al Consiliului privind
controlul infectiilor cu Salmonella si al altor agenti zoonotici specifici cu transmitere prin
alimente.

Regulamentul (CE) nr. 852/2004 privind igiena produselor alimentare prevede faptul ca
oudle sunt produse alimentare de baza. Toate prevederile legislatieir CE cu privire la
1giend.

» Stabilirea activitifii specifice a IgY folosind testul ELISA;

» Stabilirea continutului de IgY folosind testul ELISA;

Se admit in consum uman numai seriille de lgY-specific care corespund controalelor
efectuate conform expl. 6 pct. a

Exemplul 7
A. Determinarea cantitativia a IgY prin testul ELISA
Testul ELISA se pregateste “in house” special pentru fiecare test in parte.

Testul ELISA poate decela imunoglobulinele la dilugii foarte mari. Cantitatea minima

decelatd de IgY este 10 nanograme in materialul testat. Datorita specificititii §i reproductibilitatii
reactiel imuno enzimatice testul ELISA se foloseste in procesul de productie al IgY, pe faze de
productie, in controlul calitativ si cantitativ.
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Testul ELISA care urmeazi a fi folosit in controlul cantitativ al IgY se realizeaza prin
comparatie cu un etalon international IgY (USA) sau comparativ cu un subetalon IgY
preparat la Romvac;

Godeurile se captusesc cu 150ul IgG iepure anti IgYla concentratia de 3.75 pg/ml in
tampon carbonat-bicarbonat;

Placile cu 96 de godeuri ELISA se incubeaza 90 de minute la +37°C;

se spala de patru ori cu cate 300 ul PBS-Tween folosind o masina automata de spalat;

In fiecare godeu se adauga 200ul de 1% BSA in PBS-Tween si se incubeazi 45 de minute
la+37°C;

Placa de reactie se spala de patru ori cu PBS-Tween conform (d);

Se adauga in triplicat cate 150 ul IgY specific sau IgY SPF (25, 12.5, 6.25 ug/ml) in PBS;
In paralel se adauga in triplicat cate 150 ul IgY standard SIGMA ((25, 12.5, 6.25 ug/ml);
Placile sunt incubate la +37°C pentru 90 de minute;

Placile de spala de patru ori cu PBS-Tween;

Se adauga 150ul IgG anti IgY conjugat cu peroxidaza la dilutia 1:5000;

Se adauga 150 pl TMB si se incubeaza 5-15 minute la temperatura camerel, la intuneric
Se blocheaza reactia cu 150ul HCI,

Reactia se citeste la spectrofotometru cu filtru OD 450,

Se fac curbe standard comparative, considerandu-se dilutia maxima pozitiva 0.200 OD.

B. Determinarea cantitativa a IgY prin testul ELISA direct

Placa se captuseste peste noapte la +4°C sau in 2 ore la temperatura camerei cu IgY de
testat si cu IgY etalon in trei replicate fiecare, in dilutit binare incepand cu dilutia 1:1000
in solutie carbonat-bicarbonat;

Godeurile A1 g1 H1 se pastreaza ca martori pentru [gY;

Se spala placa de reactie de 3 ori cu solutie de spalare;

Se adauga 100 pl de conjugat anti [gY pasare diluat 1:5000;

Se incubeaza placa 2 ore la +37°C;

Se spala de 4 ori cu solutie de spélare;

Se adauga 100 pul TMB si se lasa la temperatura camerei 5-15 min;

Se adauga 100 ul solutie de stopare;

Se citeste absorbanta reactiei la un spectrofotometru cu filtru de 450 nm;

Interpretarea reactiei se face prin controlul godeurilor Blank unde DQOaso trebuie sa fie
maximum de 0.060. In cazul cand sunt alte valori reactia nu se valideaza;

Se considera ca reactie pozitiva pentru prezenta IgY, dilutia la care DOuso este de 0.200
sau mai mare;

In cazul cand placa de reactie se valideazi se compara reactiile pozitive de la lgY- testat
fata de IgY standard international;

¢f
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Continutul in pg/ml de IgY se face in raport cu IgY de referinti, finand cont de faptul c¢i
ELISA deceleazd minimum 10 ng/ml s1 se face prin comparatie cu IgY standard.

Exemplul 8

C. Determinarea continutului de IgY specific prin testul ELISA

Activitatea specifica IgY se determina cantitativ fatd de antigenul reprezentat de celulele intregi
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G)

(k).

bacteriene inactivate si liofilizate conf. Pct. (1.). Placa de reactie se ciptuseste cu antigen,
iar IgY-specific se testeaza in triplicate, in dilugii succesive binare de la dilutia 1:1000, in
triplicat. Se considerd dilufia maxima pozitiva dilutia la care reactia este egald sau mai
mare de 0.200 OD sau valoarea matematica pentru dilutia mai mare de 0.200 OD. La
aceastd dilutie reactia pozitivd este produsd de 5-10ng de IgY-specific per godeu, per
150ul.

Se ciptuseste o placa ELISA cu 150ul din suspensia de bacterii liofilizate la 1.67 -1.70ug
de celule per ml sau 10ug de proteina bacteriand per ml in tampon carbonat-bicarbonat
(0.05 M, pH 9.6):

Placa captusita se pastreaza 12 ore (peste noapte) la +4°C;

Dupa indepartarea lichidului, placa se spala de 3 on cu solutia de spalare PBS-Tween 20
(2%):

Reactia se blocheazi cu tampon de fixare, cate 300ul/godeu §1 se incubeazi 30 minute la
temperatura camerel;

Se inlatura lichidul de blocare;
Placa se usuci 30 minute la exicator;

Se repartizeazi in fiecare godeu 100 pl din suspensia de IgY diluatd 1:1000 in dilutu
binare conform configurani placu. IgY de evaluat se va testa in triplicat;

Se mentin godeul A1 s1 Hl ca marton pentru antigen, godeurile B1, C1 g1 D1 ca marton
negativ de reactie folosind IgY-SPF s1 godeunle E1, F1 51 G1 ca martor pozitiv de reactie
folosind IgY -specific de referinta Romvac;

Se incubeaza placa 2 ore la +37°C;
Se spala de 3 ont cu solutie de spalare;

Se adaugad 100ul de comjugat anti IgG anti pasiare diduat 1:5000, folosind ca diluant
tamponul de dilutie;

by
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Placa se incubeaza 2 ore la +37 °C;

Placa se spald de 4 oni cu solutte de spalare;

Se adauga 100 ul T™MB s1 se lasi la temperatura camerei 5-15 min.
Se adauga 100 ul solutie de stopare;

Se citeste reactia la un spectrofotometru la absorbanta 450 nm;

Se valideazi reactia din godeurile martor blank A1 s1 H1 au valori mai mici de 0.060 OD,
cand reactia din godeurile B1, C1 s1 D1 martor IgY-SPF (negativ) au valor1 de 0.060-
0.090 OD. 1ar in godeurile martor pozitiv E1, F1, G1 sunt valori de 1.400-1.800 OD.
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REVENDICARI

1. Metoda de preparare a oului hiperimun PC2 se caracterizeazd prin faptul cd se
imunizeazd gdini oudtoare cu o masd antigenicd formatd din antigeni preparati din
bacterii, virusuri §i ciuperci patogene pentru om.

2. Revendicarea metodei de la punctul 1, se caracterizeaza prin faptul cd antigenul este un
amestec de tulpini bacteriene rezistente la antibiotice din cadrul aceleiasi specii.

3. Revendicarea metodei de la punctul 1, se caracterizeaza prin faptul ci antigenul este un
amestec de tulpini bacteriene din mai multe specii bacteriene rezistente la antibiotice.

4. Revendicarea metodei de la punctul 1, se caracterizeazad prin faptul ca antigenul contine
un amestec de bacterii, virusuri si ciuperci inactivate in amestec cu un adjuvant QS21
care este suportat foarte bine de géinile inoculate intramuscular.

5. Revendicarea metodei de la punctul 1, se caracterizeaza prin faptul c& antigenul contine
un amestec de bacterii, virusuri §i ciuperci inactivate in amestec cu un adjuvant QS21,
care conferd un stimul imunologic care face ca in organismul géinilor raspunsul imun s
fie uniform, pentru fiecare antigen in parte.



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



