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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de obtinere a ovotrans-
ferinei utilizata ca produs biologic cu proprietati imuno-
gene. Metoda conform inventiei constéd in imunizarea
unor gaini outoare conventionale, cu un amestec de
proteine purificate, preparate din corpi bacterieni inacti-
vati, virusuri inactivate sau ciuperci inactivate, in ames-
tec cu un adjuvant, prin administrare intramusculara, si
un imunomodulator, prinadministrare orala in amestec
cu furajul, inocularea cu antigen avand loc de trei ori la
uninterval de 14 zile, dupé care se recolteaza ouale, se

separa albusurile, care se dilueaza 1:1 cu apéa deio-
nizata, se ajusteaza pH la 4,5..5, se precipitd succesiv
cu sulfat de amoniu si acid citric, din care rezulta ovo-
transferina care este supusa dializei faté de o solutie de
NaCl 0,15 M, sau se purifica si se concentreaza prin
filtrare.
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DESCRIEREA INVENTIEI
Titlul

PRODUCEREA SI UTILIZAREA OVOTRANSFERINELOR ACTIVE
IMUNOLOGIC (OTF-PC-2)

DOMENIUL TEHNIC:

Imunologie, medicina, tratamente, preventie, aplicatii in biotehnologie

Prezenta inventie descrie producerea si caracterizarea ovotransferinei specifice
imunologic OTF-PC2 pentru unul sau mai mul{i antigeni pentru care au fost imunizate
géinile. Ouale din care se extrage ovotransferina specifici OTF-PC2 provin de la pasiri
(Gallus domesticus) imunizate cu antigene preparate din bacterii, virusuri, ciuperci, paraziti,
venin, alergeni. Prezenta inventie se referd la prepararea OTF-PC2 folosind bacterii rezistente
la antibiotice izolate de la pacienti cu semne clinice internati in spitalele din Romania.
Inventia se referd la prepararea unor ovotransferine specifice monovalente sau polivalente din
oud provenite de la gaini imunizate cu un antigen sau cu un antigen preparat din mai multe
specii de microorganisme. Prezenta inventie se refera la prepararea OTF-PC2 fata de
antigenele preparate din bacterii, virusuri si ciuperci izolate de la pacientii din spitalele din
Romania rezistente sau nu la antibiotice.

Prezenta inventie caracterizeaza din punct de vedere imunologic OTF-PC2.

Prezenta inventie este complementara cererii de inventie depusa la OSIM Nr. A/00653
din 28.08.2014.

PREZENTAREA STADIULUI TEHNICII INCLUSIV
BIBLIOGRAFIE

Ovotransferina este sintetizatid de gena transferin aviara din oviduct. Ca membru al
familiei transferinelor, OTF are doi lobi globulari, fiecare contindnd cate un loc de cuplare a
fierului localizat in inter domeniul despicat al fiecarui lob.

Pentru a avea activitate antimicrobiand, are functia de a transporta ioni de fier catre

embrionul in dezvoltare. Recent s-a dovedit cd acest rol este o componentd esentiald a
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sistemului de apdrare antimicrobiand a oului care este dependent de fier. Aceastd proprietate
antimicrobiand se poate folosi ca un ingredient la bebelusi, ca un aditiv alimentar si un agent
anti microbian pentru imbunatatirea starii de sdndtate a animalelor.

Un spectru larg de bioactivitati ca anti fungic, antiviral, anti cancer, anti oxidativ, anti
hipertensiv si imunomodulator au fost raportate recent pentru OTF sau peptidele derivate din
OTF (8).

fn urma cu mai mult de 60 de ani, o serie de cercetatori au aratat ci ovotransferina este
o protein care fixeaza fierul, avand efect bacteriostatic [7]. In dezvoltarea lor, bacteriile au
nevoie de fier i, datoritd proprietitilor de legare, OTF este in masurd s impiedice utilizarea
fierului de céatre bacterii [3]. OTF actioneazd sinergic si cu alte proteine bacteriene, ca

lizozimul, prezent in cantitate mare in albus.

Chiar si forma saturatd de fier este activd, iar inhibitia rezultd din aglutinarea de cétre

OTF a bacteriei ai cérei pereti celulari au fost scindati de cétre lizozim (1).

Pana la aceasta datdi, pand la inregistrarea acestei cereri de brevet nu s-a descris sau

semnalat nici o activitate imunologica specifica a OTF.

1. Caracteristicile ovotransferinei (14)

OTF cuprinde doud domenii (capatul N- si C- terminal) si fiecare domeniu contine
locusuri de fixare. Fiecare domeniu este impartit in doud parti, contindnd 160 aminoacizi.
OTF contine 15 punti disulfidice care stabilizeazd structura tertiard a proteinei. OTF
transportd fierul, putdnd fixa ionii de Fe (3+) in asociere cu un anion, de obicei bicarbonat.
Fiecare moleculd de OTF poate lega doi atomi de fier, strdns, dar reversibil. Cele doua

locusuri de legare a fierului sunt asemanatoare, dar nu identice.

Exista doud tipuri de ovotransferind: apo- si holo-. Apo-transferina nu contine fier,
putdnd fi distrusd prin tratamente fizice si chimice. Holo-transferina este saturatd cu fier,

complexul fier-ovotransferind, fiind stabil la hidroliza proteoliticd i la denaturarea termica
[4].
OTF apartine grupului de proteine numite metaloproteinaze care induc formarea de

compusi responsabili de socul termic. Datoritd acestei caracteristici, OTF poate fi utilizatd in

creme si unguente de protectie contra stresului la frig sau la alti factori de mediu.
OTF - ca imunomodulator

Activitatea OTF demonstreazi ca rolul acestei molecule este strans legat de importanta

fierului. El este un element esential necesar dezvoltdrii bacteriilor patogene si celulelor
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tumorale. Celulele sistemului imun protejeaza tesuturile impotriva toxicititii, jucand un rol
primordial in controlul concentratiei acestui metal. Existenta de proteine care leagi fierul, ca
transferina §i ovotransferina, capabile sd neutralizeze fierul, duc la eliminarea toxicitatii

metalului prin legarea acestuia [2].

Pand la aceastd datd moleculei de OTF i s-au atribuit functiei de legate a fierului si nu
cu privire la activita{i imunologice specifice de a se cupla cu epitopi de pe bacteriile,
virusurile si ciupercile din care s-a preparat imunomodulatorul inoculat giinilor pentru
imunizare §i al caror rdspuns se giseste In imunoglobulinele extrase din galbenus (IgY) si

care, in acest caz la OTF-PC2 se manifesta si la molecula de OTF.
1. Functiile biologice ale ovotransferinei
Activitatea antimicrobiani

Multi cercetatori au demonstrat efectul bacteriostatic, dar si efectul bactericid al
lactoferinei si OTF in vitro asupra unei game largi de microorganisme incluzand bacterii
gram-pozitive §i gram-negative aerobe, anaerobe, ciuperci si virusuri ca de exemplu
citomegalovirusul uman (HCMV) virusul herpes simplex (HSV1) sau virusul

imunodeficientei umane (HIV).

Ellison (1989) a demonstrat c# transferinele distrug membrana externd a
enterobacteriaceelor gram negative. A fost testatd proprietatea lactoferinei si a transferinei de
a elibera lipopolizaharide (LPS) marcate radioactiv din peretele celular al bacteriilor
Escherichia coli si Salmonella typhimurium. in plus transferina sporeste efectul antibacterian
al concentratiei de rifampicind, o substantd ce nu penetreazi membrana externd a bacteriei.
Acest experiment demonstreazd cd proteine care leagd fierul distrug membrana bacteriilor

gram-negative si afecteaza permeabilitatea acesteia [1].

Efectul bacteriostatic al transferinelor a fost asociat cu abilitatea de a lega fierul.
Aproape toate bacteriile au nevoie de fier si datorita proprietétilor de sechestrare, transferinele
sunt in masura si impiedice utilizarea fierului de citre bacterii. De asemenea, ele intervin in
blocarea metabolismului carbohidratilor la bacterii sau 1n distrugerea peretelui celular, prin legarea calciului si
magneziului. Lactoferina actioneazi sinergic cu alte proteine antibacteriene precum lizozimul prezent in secrefii
[6,7].

Proprietatea unor transferine de a dona fier mucoasei duodenale a fost studiatd cu

ajutorul unei tehnici de incubatie in vitro.
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OTF actioneazd ca un inhibitor al cresterii unei largi varietiti de microorganisme,
mecanismul actiunii antibacteriene fiind atribuit proprietitii sale de a lega si retine Fe care
este esential pentru cresterea bacteriand. Autorii au demonstrat ci apo-OTF, Cu-OTF si Zn-
OTF au produs inhibitii considerabile asupra cresterii culturilor de E. coli si Staphylococcus

aureus.

S-a studiat efectul OTF asupra cresterii bifidobacteriilor. Cresterea acestora este
stimulatd de addugarea in mediu a apo-transferinei, Cu-ovotransferinei sau Fe-OTF. Dintre

speciile testate, B. breve si B. bifidum au fost cele mai sensibile.

Pana la acesta datd nu a existat nici o lucrare de specialitate care si mentioneze faptul
ca moleculele de ovotransferina pot fi modulate pentru a raspunde imun la antigenii cu care a
fost imunizata gdind. Nu exista lucriri care sd mentioneze faptul ci ovotransferina
reactioneazd imun, simultan si specific, pentru fiecare in parte fatd de mai mulii antigeni care
au fost folositi pentru imunizarea giinilor de la care provin ouile. In aceste conditii raspunsul
imun al ovotransferinei este polispecific. Aceastd reactie imuna fatd de mai multi antigeni
odatd este caracteristica géinilor si se regdseste in IgY. IgY se gaseste numai in serul giinilor

si in gédlbenus.

Nu exista nici o informare stiintifica potrivit cireia ovotransferinele pot inhiba specific

cresterea ,,in vitro” a bacteriilor si ciupercilor.
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INVENTIA PE SCURT

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Obiectivul prezentei inventii este ovotransferina PC2 imunologic activa, specifici ca
produs si metoda de preparare a acesteia, OTF PC2 imunologic activa specificid fatd de
antigene bacteriene sensibile sau rezistente la antibiotice, antigene virale, ciuperci. Tulpinile
bacteriene sau virale provin de la pacienti cu semne clinice internati in spitale din Romania

sau standarde internationale provenite de la ATCC-USA.

Pentru prepararea OTF-PC2 specifice a fost realizat un program intensiv de cercetare
care a urmdrit: obtinerea OTF-PC2 care s actioneze specific asupra mai multor epitopi si
aplicarea unor metode de control care sd permitd evaluarea corectd a actiunii acestora asupra
antigenului dat (9, 10). Antigenul monovalent sau polivalent a fost utilizat in amestec cu
adjuvant QS21 si a unui imunomodulator numit aici P, conform metodologiei prezentate in
brevetul de inventie depus I a OSIM (14) fatid de care acest brevet de inventie este

complementar.

Folosind tehnici de laborator seroaglutinarea rapida si seroaglutinarea lentd, testul de
imunodifuziune in gel de agar, testul de identificare ELISA si testul se specificitate ELISA
precum si testul de inhibitie a cresterii bacteriilor IMB-PaChi s-a reusit sd se caracterizeze o
forma noud de ovotransferina a cirei molecula actioneaza specific cu fiecare dintre antigenii
folositi la imunizarea giinilor. Raspunsul géinilor decelat la OTF - PC2 extrasa din albug cu
metoda clasici cu alcool poate fi monovalent sau multiplu si este similar rdspunsului imun la

imunoglobulinei (Ig) extrasd din galbenus (Y) numit3 IgY.

Cu aceasta ovotransferina PC2 se pot realiza diferite produse dintre care OTF-PC2
licid, OTF-PC2 concentrat, OTF-PC2 liofilizat, OTF-PC2 gel, OTF-PC2 lichid pentru
inhalatii precum si o form# de administrare orald care si actioneze in organism anti-tumoral,

anti-oxidant, ca imunomodulator, factor de transfer sau peptide specifice.

Prezenta inventie se referd la producerea si caracterizarea OTF-PC2 din albus de ou a
céror etape de extragere sunt previzute in Brevetul de inventie (14). La aceastd documentatie
se adaug3 utilizarea unui imunomodulator numit P, administrat oral, care stimuleaza raspunsul

imun al gdinilor.
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OTF-PC2 reactioneaza specific simultan pentru unu sau mai multi antigeni cu care a
fost imunizata giina.

Unul dintre obiectivele prezentei inventii este de a inregistra OTF-PC2 ca produs

biologic si a inregistra metoda de preparare a acestuia.
DESCRIEREA SUMARA A PROCEDURILOR

Acestui brevet se caracterizeaza ca produs OTF-PC2 in baza descrierii de mai jos:
Anexa # 1.

Imunizarea géinilor se face cu un amestec de proteine purificate preparate din corpi
bacterieni inactivati, virusuri inactivate sau ciuperci inactivate in amestec cu adjuvant Q-21,
amestec administrat intra muscular si un imunomodulator P administrat oral in amestec cu

furajele.

Proteinele microbiene in totalitatea, in amestec nu pot fi mai mult de 200 mg per ml

diluate in PBS si in amestec cu adjuvant Q-21 mg per doza.

Imunizarea fiecarei gdini se face cu 2 ml de inocul, in 4 puncte diferite in musculatura

pectorald. Imunizarea de mai repeta de doua ori la intervale de 14 zile.

in toati perioada de timp se administreaza furaje combinate pulbere ad libitum in care

se adaugd 0.5g de imunomodulator uscat la 1.000g furaj, amestecat uniform.

Controlul raspunsului imun se face prin prelevare de sange sau direct prin controlul
oudlor recoltate de la giinile imunizate. Albusul si gélbenusul de la un amestec de 10 (zece)

oud se foloseste la control.

Din amestecul de albus de la 10 oua si respectiv gilbenus de la aceleasi oud se preleva
5 ml de amestec din care extrage IgY si respectiv OTF fiecare dupd metoda mentionata in
tehnologia brevetatd (1,2). Extrasul din galbenus numit IgY si respectiv extrasul din albug

numit OTF sunt controlate pentru raspunsul imun folosind testul ELISA.

La un interval de 14 zile de la ultima imunizare incepe sé se recolteze oud hiperimune

PC2 care se vor folosi in diferite scopuri.
Anexa nr 2.

Prepararea ovotransferinei PC2 dupi tehnica de precipitare cu sulfat de amoniu

si acid citric.

Y
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Prezintd obtinerea ovotransferinei specifice prin diluarea albusului si precipitarea in
doud etape cu sulfat de amoniu si acid citric in diferite concentratii (2) si caracterizarea
acesteia prin metode biochimice $i imunologice:

a) Identificarea §i mésurarea continutului in proteind totald prin metoda Bradford si

spectrofotometric.

b) Identificarea OTF-PC2 prin testul de imunodifuzie in gel de agar, fatid de ser de iepure

anti-pasidre In comparatie cu OTF-subtandard Romvac
c) OTF-PC2 specifica identificata prin testul ELISA folosind conjugat monoclonal anti OTF

d) OTF-PC2 specificad identificatd prin testul de inhibitie a multiplicirii bacteriene (IMB-
PaChi) folosind culturi bacteriene standard ATCC.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Extragerea ovotransferinei din albugul oudlor provenite de la gdini imunizate cu un
antigen dat are si ratiune economici, avand un cost redus. In acord cu prezenta inventie,
prepararea ovotransferinei specifice cuprinde o serie de etape dintre care: prepararea
antigenului (1), imunizarea gdinilor oudtoare conventionale sau SPF (2), extragerea si

purificarea partiala a ovotransferinei (3), evaluarea calitativa si cantitativa a anticorpilor (4).
1. Prepararea antigenului

fn acord cu prezenta inventie, sunt din colectiile de referinta ATCC s-au izolate de la
pacienti tulpini bacteriene rezistente la antibiotice, ciuperci sau virusuri. Celulele bacteriene
sau ciupercile sunt cultivate pe medii selective, se recolteaza, se inactiveazi cu formol sau
termic, se spala cu tampon fosfat (PBS) de trei ori si se centrifugheazi la 4000 rpm timp de 15
minute. Sedimentul se resuspendi in PBS la concentratia predeterminatd. Suspensia virala se
inactiveaza cu BPL 6000 si se concentreazd prin precipitare. Se centrifugheaza la 6000 rpm

timp de 30 minute la +4°C si se resuspendd in PBS la concentratia de 40mg/ml.
2. Imunizarea giinilor ouitoare conventionale sau SPF

Antigenul se administreazd prin inocularea intramusculard a cate 0,5 ml in patru
puncte diferite in musculatura pieptului la gdinile ouatoare conventionale sau SPF. Antigenul
se inoculeazi de trei ori la interval de 14 zile. Dupa a doua administrare se testeaza Prezenta
anticorpilor specifici in sdnge si ou prin testele ELISA si ID. Recoltarea oualor se face la un
interval de 14 zile de la a treia inoculare de antigen, cand titrul anticorpilor se evalueaza

periodic din oud provenind de la géinile imunizate cu antigenul dat.

£
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Obtinerea ovotransferinei din albusul care provine de la giinile imunizate cu antigenul

dat se poate face la volume mari fara investitii considerabile.

Tehnica de imunizare a géinilor oudtoare cu un anumit antigen este bine cunoscuti.
Prezenta inventie poate folosi orice fel de metoda de imunizare a gdinilor care permite
administrarea antigenului dat prin orice cale de administrare: subcutanat, intracutanati,

intramusculard, intravenoasa.

in prezenta inventie s-a folosit ca adjuvant QS21. Se pot folosi si alte tipuri de

adjuvanti, cum ar fi adjuvantul Freund complet sau incomplet sau o combinatie a acestora.

Folosirea adjuvantului 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 lungad perioada de timp. Pentru un raspuns complex al géinilor la antigenul dat se

foloseste si un imunomodulator de tip P administrat in furaje pe toata perioada de imunizare.
1. Prepararea ovotransferinei din albus

In acest brevet s-a urmdrit o procedura simpla care si permitd conservarea cantitativa
si calitativd a ovotransferinei obfinutd din oud provenite de la gdini imunizate cu un anumit

antigen. Dupa imunizarea génilor se extrage albusul.

in prezenta inventie, gilbenusul se separi de albus. Albusul se dilueazi 1:1 cu api
deionizata, se omogenizeazi si se ajusteazd pH-ul la 4,5-5,0; ovomucina este inldturatd prin
mentinerea albusului diluat timp de 12 h la 4 °C. Ovotransferina a fost obtinutd prin
precipitare cu sulfat de amoniu 5% (w/v) urmatd de precipitare cu acid citric 2% (w/v).
Precipitatul colectat in urma centrifugdrii se dizolva in apa deionizata si reprecipitat cu sulfat
de amoniu 2% (w/v) si acid citric 1,5% (w/v). Depozitul rezultat in urma centrifugdrii este
supus dializei fatd de o solutie de NaCl 0,15M sau se pirifica si se concentreaza prin filtrare

tangentiala pe carete de 30kDa.

Ovotransferina este testatd din punct de vedere calitativ si cantitativ. Determinarile
cantitative se referd la testarea continutului in proteina totald prin metoda Bradford,
spectofotometric, imunodifuzie radiala si ELISA. Determinarile calitative se fac prin testul

ELISA si IMB-specific PaChi.

&
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Prin aceastd metodd de extragere a OTF-PC2 se mentine structura naturald si

10

stabilitatea ovotransferinei. Metoda este simpla, iar ciclul de extractie scurt.



A-2015 0000~ -

S
i 01- 205

MODELE RECOMANDATE DE FOLOSIRE SI
CARACTERIZARE A INVENTIEI

Exemplele de mai jos au drept scop ilustrarea si nu au intentia de a limita scopul

prezentei inventii.
Exemplul 1

Prepararea OTF-PC2

Prepararea OTF-PC2 este descrisi in cererea de brevet de inventie Nr. A/00653
din 28.08.2014.

Gainile vor fi hranite cu furaje in care se adaugd si un imunomodulator de tip P pe

toatd perioada de imunizare.

Exemplul 2

Conditionarea OTF — PC2M

Conditionarea OTF-PC2 se face dupid metoda descrisi in cererea de brevet Nr.

A/00653 din 28.08.2014.

X6
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Exemplul 3

Controlul final al OTF-PC2

a) Pentru forma finala a OTF-PC2 1in solutie pentru administrari cutanate, intranazale, oro-
faringo-gastro-intestinal se folosesc urmatoarele metode de control:

- Sterilitate microbiologica;
- Stabilirea activitétii specifice a OTF-PC2 folosind testul ELISA, RSAR sau RSAL.
- Stabilirea continutului de OTF folosind testul ELISA;

- Stabilirea activititii de inhibare a multiplicarii bacteriene folosind testul IMB-specific
PaChi

b)  Se admit in consum uman numai seriile de OTF-specific care corespund controalelor

efectuate.

OTF preparat din oul hiperimun PC2 s-a dovedit a avea capacitatea de a reactiona
specific cu epitopi de pe bacteriile, virusurile si ciupercile cu care au fost imunizate géinile,

asemdndtoare cu a imunoglobulinelor (IgY) extrase din gélbenusul acelorasi oua.

Experimentul nr. 4.

Testul de imunodifuziune in gel de agar Oucerlony pentru evidentierea IgY
nespecific

Principiu:

¢) Testul ID se bazeazé pe migrarea in gelul de agar a antigenului (IgY) si anticorpilor (ser de
iepure anti IgY) care la locul de contact se combina specific i formeaza un precipitat care
se vizualizeaza sub forma unei linii de precipitare.

Toate controalele executate folosind testul de imunodifuziune in gel de agar au avut
drept scop identificarea ovotransferinei PC2 fatd de etaloane international, formarea
subetalonului Romvac. Aceste controale fac parte din prima categorie de controale care au
fost folosite pentru identificarea moleculelor de OTF-PC2 si confirmarea facd sunt sau nu
parte din transferine.

Comentariul pentru fiecare reactie este sub poza.

A
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Testul ID cu IgG de iepure anti giini. IgG a fost pus in godeul central. in
godeurile 1-6 s-a repartizat OTF —PC2 anti S.aureus subetalon ROMVAC in dilutii
binare. Pe aceastd placd sunt dilutiile de la 1:64 in sus. Se constati linii de reactie de
precipitare la dilutiile 1:64, 1:128 si 1: 256 si o slaba reactie la dilutia urméatoare de
1:512. Reactia pozitiva in ID la dilutia 1:256 ne arati o reactivitate puternici a OTF-
PC2 seria declarata subetalon ROMVAC.

Reactia de ID a OTF-PC2 preparat dupi tehnica clasica descrisa in acest brevet
si un preparat nou OTF-PC2 preparat cu extractie cu PEG. Serul IgG anti giina a fost
repartizat in godeurile 1, 4 si central. in godeul 2 este OTF-PC2 extras cu PEG in
supernatant, in godeurile 3 si 5 este OTF-PC2 subetalon ROMVAC iar in godeul 6
este OTF PC2 sediment din produsul extras cu PEG. Se vede din reactie ca liniile de
precipitare de la ambele produse supernatant si sediment de la produsul OTF-PC2 si
subetalonul de referintd au reactionat asemaiandtor §i se unesc. Aceastd linie de
precipitare care se uneste este dovada céd aceste produse contin aceleasi proteine gi au
reactionat identic in spatiul de migrare.

v
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Test de identificare OTF. In godeurile 1, 4 si central a fost repartizat IgG
antipasdre. in godeul 5 a fost repartizat OTF-MyBiosource, USA. lar in godeurile 2.3
si 5 OTF PC2 subetalon ROMVAC. in acest control se vede ci toate probele de OTF
au reactionat in testul ID fatd de IgG anti pasdre. Linia de precipitare a OTF My
Biosurce s-a unit cu linia de precipitare a OTF-PC2 anti S. aureus subetalon
ROMVAC.

in acest control folosind testul de ID etalonul de referinta international provine
de la Abcam USA. In godeurile 1, 4 si central s-a repartizat IgY de iepure anti gaina.
n godeul 2 s-a repartizat OTF-PC2 subetalon ROMVAC, in godeul 3 s-a repartizat
OTF-ABCAM-USA, in godeul 5 s-a repartizat OTF-PC2 sediment din precipitat cu
PEG iar in godeul 6 supernatant din OTF-pc2 precipitat cu PEG. Se constanti ca toate
probele de OTF au reactionat pozitiv cu IgG anti gdina. Se constatd cid linia de
precipitare dintre godeul 2 si 3 se unesc, sunt duble. Linia de precipitare dintre
godeurile 5 si 6 se unesc. Pe aceastd imagine obfinutd in microreactie se vede cd OTF
extras prin precipitare cu PEG este mai concentrat sia impins linia de reactie catre
godeul central.
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Controlul comparativ al reactiei cu IgG anti giina de iepure si IgY-multiplu
PC2 si OTF-PC2 anti S. Aureus. In godeurile 1,4 si central a fost repartizat IgG anti
gaind. In godeurile 2 si 6 a fost repartizat OTF-PC2 subetalon Romvac iar in godeurile
3 si 5 IgY- Multiplu PC2. Reactia dintre IgG de iepure si OTF-PC2 subetalon este
puternicd, de culoare usor rosiaticd reactie care nu se uneste cu reactia de precipitare a
IgY care este de culoare albd si pe altd locatie in placd. Acest test dovedeste cd in
probele OTF-PC2 nu existd imunoglobuline sau proteine identice cu IgY.

Experimentul nr §
Testului rapid de seroaglutinare

Testul de seroaglutinare rapida este, in acest caz, de o importanta stiintificid deosebita.
Aceastd metodd a fost descoperitd de Max von Gruber in 1896 si imbunatititd de Herbert
Edward Durham (1945). Cercetitorii au descoperit cd serul provenit de la subiecti trecuti prin
boald sau de la animale imunizate aglutineaza bacteriile dintr-o culturd proaspéata de 24 de ore
sau dintr-o suspensie de bacterii inactivate termic sau cu formol si care a fost purificatd prin
spalare cu apd deionizatd sau PBS.

Reactia de precipitare se datoreazd anticorpilor specifici sau a altor molecule care se
comportd asemanator. Anticorpii sau alte molecule se cupleazi de bacterii si le uneste intre
ele dand nastere la formatiuni mari de precipitare vizibile cu ochiul liber.

Seroaglutinarea rapida se foloseste in microbiologie pentru identificarea serului sau a
bacteriilor. In acest scop trebuie s existe in laborator o componenti cunoscuti. in cazul
studiilor noastre s-a folosit in laborator culturd de S. enteritidis de referintd inactivatd cu
formol si spalatid cu PBS, conservati la +4°C.

Pentru studiul OTF-PC2 s-a luat in consideratie cd numai o activitate specifica fata de
epitopii de pe suprafata bacteriilor pot sd producd o aglutinare agsa cum produc anticorpii $i in
cazul IgY-specific.

oy
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Reactia s-a produs dupi ce reagentii au fost pastrati 2 ore la temperatura camerei. Pe o
placa de seroprecipitare s-au pus in godeul de reactivi cite doua picaturi de antigen dupa care
s-au pus separat cite doud picituri de OTF-SPF ca martor negativ si doud picaturi de OTF-
PC2 pozitiv S.enteritidis.

Reactia de aglutinare a fost evidentd dupa 2-3 minute de cand s-au pus in reactie
reagentii iar la probd martor negativ care este reprezentatd de OTF-SPF extras din oua care
provin de la pasari SPF reactia a fost negativa.

Pozitiv Negativ

In acest control serologic s-a folosit ca antigen, antigen purificat de Salmonella
enteritidis peste care s-a pus OTF-PC2. in 3 minute a aparut reactia de seroaglutinare care s-a
vazut cu ochiul liber. In godeul separat s-a folosit OTF preparat din albusul de la oua SPF si
care este negativ la acest test. OTF-SPF care nu contine anticorpi specifici pentru germenii
care s-au folosit la imunizarea giinilor se foloseste ca martor. Mentionim cia OTF PC2
monospecific preparat pentru alti antigeni nu au reactionat pozitiv pentru S. enteritidis.

Exemplul 6

A. Determinarea cantitativi a OTF-PC2 prin testul ELISA indirect

Testul ELISA se pregiteste” in house” special pentru fiecare test in parte. Cantitatea
minima decelatd de OTF-PC2 este 10 nanograme in materialul testat. Datoritad specificititii si
productie al OTF, pe faze de productie, in controlul calitativ si cantitativ.

a) Testul ELISA care urmeazi a fi folosit in controlul cantitativ al OTF se
realizeazad prin comparatie cu un etalon international OTF (USA) sau comparativ cu un
subetalon OTF preparat la Romvac.

b) Godeurile se ciptusesc cu 150 pl IgG de iepure anti pasdre la concentratia de

3,75 pm/ml in tampon carbonat-bicarbonat;

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

17

d) Se spald de patru ori cu cate 300 pl PBS-Tween folosind un spalitor automat de
placi;

e) In fiecare godeu se adaugi 200 ul de 1% BSA in PBS-Tween si se incubeaza 45
de minute la +37 °C;

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

g) Se adauga in triplicat cate 150 ul OTF-M specific sau OTF SPF (25, 12,5, 6,25
pg/ml) in PBS;

h) In paralel se adaugi in triplicat cite 150 ul OTF standard SIGMA (25, 12,5,
6,25 pg/ml);

i) Placile sunt incubate la +37 °C pentru 90 de minute;

J) Placile se spala de patru ori cu PBS-Tween;

k) Se adauga 150 pul IgG anti IgY conjugat cu peroxidaza la dilutia 1:5000;

) Se adauga 150 pl TMB si se incubeaza 5-15 minute la temperatura camerei, la
intuneric

m) Se blocheaza reactia cu 150 ul HCI;

n) Reactia se citeste la spectrofotometru cu filtru DOjsp;

0) Se fac curbe standard comparative, considerdndu-se dilutia maxima pozitiva
0,200 DO.

A. Determinarea cantitativi a OTF-PC2 prin testul ELISA direct

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

b) Godeurile Al si H1 se pastreaza ca martori pentru OTF;

¢) Se spald de 3 ori cu solutie de spélare;

d) Se adauga 100 pl de conjugat anti pasére diluat 1:5000;

e) Se incubeazi placa 2 ore la +37 °C;

f) Se spald de 4 ori cu solutie de spélare;

g) Seadaugd 100 pul TMB si se lasa la temperatura camerei 5-15 min;

h) Se adauga 100 pl solutie de stopare;

i) Se citeste absorbanta reactiei la un spectrofotometru cu filtru de 450 nm.
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j) Interpretarea reactiei se face prin controlul godeurilor blank unde DOjs trebuie
sa fie maximum de 0,060. In cazul cand sunt alte valori reactia nu se valideaza.

k) Se considera ca reactie pozitiva pentru Prezenta OTF, dilutia la care DQysp este
de 0,200 fatd de OTF standardul international.

1) Continutul in pg/ml de OTF se face in raport cu OTF de referint, tindnd cont
de faptul ca ELISA deceleazi minimum 10 ng/ml si se face prin comparatie cu OTF

standard.

Evaluarea Otf-PC2 folosind testul ELISA,- OTf
USA - MYBIOSOURCE

OTF ELISA USA - MY BIOSOURCE
oTf
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Ambele teste au fost executate folosind OTF-PC2 anti S.aureus subetalon ROMVAC.
Se constata reactia inregistrata la intensitatea optica de 3.700 OD 600 si respectiv 2.300 OD
600 care confirma existenta a 420 nanograme si respectiv 400 nanograme per ml de OTF-
PC2.
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Exemplul 5

A. Determinarea continutului de OTF-PC2 specific prin testul ELISA

Activitatea specifici OTF se determinid cantitativ fati de antigenul reprezentat de

celulele intregi bacteriene inactivate si liofilizate.

EXPERIMENT: ELISA E.Coli si S. enteritidis 011.

Controlul reactiei:

Al, A8, H1 si HS (blank): OD 0.045

OTF-SPF (negativ) B1, C1, D1 si B8, C8 si D8: OD-0,065
Reactii pozitive la diferite OTF-M specifice:

Se constatd cd reactia a fost executati corect iar placa nu a influentat reactia
enzimaticd. Proba extrasi din oul provenit de la pasari SPF a reactionat negativ (godeurile C1,
D1 si D1). Martorul pozitiv OTF specific anti E. coli (E, F, si G1) si respectiv S. enteritidis
(E, F si G 8) au raspuns pozitiv au reactionat specific la intensitatea de 1.200 ODggp si
respectiv 1860 ODggo. Intensitatea raspunsului imun, in acest experiment este in functie de
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concentrafia de antigen cu care s-a ciptusit placa de reactie respectiv Spg si 10ug per godeu.

{

—— Series1 ﬁ
~—Series2

Series3 z

!

1 2 3 4 5 6 7 8 [
Interpretarea placii de reactie ELISA 011

Seria 1 - linia albastra, OTF-M specific anti S. enteritidis
Seria 2 - linia rosie OTF-M specific anti E. coli seria #05
Serie 3 - linia verde OTF-M specific anti E. coli seria #0

Experiment S. enteritidis 014

Testul a fost realizat folosind antigen S. enteritidis si OTF-M anti S.enteritidis
monovalent

Cate trei replicate per dilutie.

35 =¥

W Series1 | 2° ~4—Series1

& Series? 15 \ ——Series?

o A o - “Series3 1 ) Series3

. & Series1 0.5 X
i .

OTF-M anti S. enteritidis x 3 replicate. Reactia imunoenzimatica intre S. Enteritidis si OTF-
M monospecific, trei replicate prezentata spatial si grafic. Se observa valoarea identica a
raspunsului imun a celor trei replicate.
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Experimentul ELISA 004.

S-a verificat prezenta ovotransferinei in diferite probele de OTF-M monospecifice fati
de un etalon international provenit de la ABCAM USA.

Se constatd reactia specificd anti OTF, in doua replicate, atit la etalonul international,
coloanele albastru §i rosu cu patrate. Reactia specificd OTF se inregistreazi si fati de OTF
monospecific anti virus rabic tulpina CVS, Salmonella typhimurium si Staphilococcus aureus,
la dilutii diferite. Aceste reactii sunt realizate pe produsul ,,crud” inainte de concentrare.

OTf standard Intl si OTf anti CVS, St,Sa
continutul in ovotransferina ELISA 004

[ ]
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Reactia de identificare a OTF realizatd imunoenzimatic in conditii identice, pe aceeasi
placa de reactie confirmé identitatea din punct de vedere antigenic a ovotransferinelor extrase
din gilbenusul oudlor imunizate fata de etalonul international.

Experimentul 00X

Acest test a fost realizat pentru a verifica raspunsul imun al géinilor la administrarea unui
antigen complex, format din mai multi antigeni specifici ai mai multor specii de bacterii si
mai multor tulpini pentru fiecare specie de bacterie in parte. Aceastd administrare are scop de
a folosi imunomodulatori specifici pentru formarea unui raspuns imun specific in toate
segmentele aparatului genital la gdina i transferul acestuia in ou (gélbenus si albus).

-



- gec--
- A-2015 000

13 -gt- A6
4.000
Testare specificitate OTF poli fata de antigenii utilizati la
3500 . inoculare
3.000
2.500 —e— Antg Staphylococcus aureus
E
; ~—i- Antg Clostridum difficile
s 2.000
8 sz~ Antg E. Coli
1.500 Antg. Klebsiella pneumoniae
—— Antg. Pseudomonas aeruginosa
1.000
- Antg. Salmonella Spp.
0.500
0.000

25

Log (factor dilutie)

*

Reactia imunoenzimaticd a fost realizati pe aceeasi placd de reactie si ne indica

prezenta unei reactii imunologice specifice a OTF-PC2 multiplu pentru fiecare antigen in
parte. Acest experiment demonteazd cd molecula de OTF care prin structura ei nu a fost
evaluatd a avea capacitatea de a se modifica si a prelua functii specifice anticorpilor, s-a
modificat. Raspunsul moleculelor de OTF, capacitatea acestor molecule de a se transforma,
precum si capacitatea de a avea functii de anticorpi care se cupleazi specific cu antigenii care
au stimulat sinteza lor, nu a fost descrisa panai la aceasta data.

Experiment OTF-PC2

Experimentul a fost realizat pentru a verifica specificitatea si sensibilitatea testului
imunoenzimatic in care se folosesc antigenii bacterieni, virali si de la ciuperci preparafi in
Centrul de Productie si Cercetare VIP fatid de OTF - PC21 care are in compozitia lui molecule
de OTF specializate, avand un rispuns imun multiplu pentru fiecare antigen in parte.
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Linia albastra reprezintd raspunsul martorilor de reactie. Punctul maxim de la 3.700
OD este pentru OTF-pozitiv martor preparat la CCP VIP. Urmatoarele doud puncte de reactie
sunt pentru OTF-SPF si respectiv pentru godeul blank martor de reactie al placii ELISA.

Réspunsul imun al OTF specific polivalent PC2 testat monospecific fata de antigenul
S. enteritidis, in dilutii binare formeazid o linie de reactie consideratd a fi standard pentru
reactiile imunoenzimatice $i este recomandatd pentru a fi evaluatd de catre producitorii de
seturi ELISA pentru seturile comercializate.
in subsolul graficului sunt prezentate valorile punctelor de reactie din grafic in densitate

opticd DOgp.
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Exemplul 7

Determinarea continutului de proteine folosind testul spectrofotometric.

Exemplul 8

Determinarea inhibitiei multipliciirii bacteriene folosind testul IMB-specific
PaChi.

(1). IMB PaChi este setul standard folosit pentru evaluarea activititii de inhibare
specificd a multiplicarii bacteriene in vitro a imunoglobulinelor (OTF-OTF-PC2). La baza
acestui test este capacitatea anticorpilor specifici de a inhiba, de a neutraliza multiplicarea
bacteriilor. Testul IMB PaChi este monovalent si actioneazd asupra unui singur grup de
epitopi care se gidsesc pe o singurd specie bacteriand. Testul IMB PaChi evidentiaza si
prezenta acestor epitopi (15-50%) la alte specii de bacterii. Testul evidentiaza capacitatea de

inhibitie a OTF specific fata de tulpini bacteriene sensibile sau rezistente la antibiotice.
(2). Continutul trusei IMB PaChi.
(a) mediul de culturd pentru multiplicarea bacteriilor pentru testare.
(b) mediul de culturd cu OTF SPF martor negativ

(c) mediul de culturd cu OTF-PC2 specific monovalent sau polivalent specific

pentru tulpina bacteriand de testat
(3). Protocolul de lucru.

(a) Suspensia bacteriand de testat se multiplica in mediul din tubul #lcu
etichetd neagra. In acest scop in 9.9 ml mediu de culturd se pun 0,1 ml din cultura

bacteriand de testat. Cultura se incubeaza la +37 °C pentru 4, 6 sau 24 de ore.

(b) din suspensia bacteriana preluata de la termostat dupa 4, 6 sau 24 de ore se
iau 0,1 ml si se amestecd cu 9,9 ml de mediu de culturd, se omogenizeaza si se citeste
densitatea optica la un spectrofotometru cu filtru 600 nm. Densitatea optica trebuie sa

fie aproximativ 0,05 DOgoo.

(c) din tubul de dilutie se repartizeaza steril cite 2 ml suspensie bacteriana in
fiecare din cele 2 tuburi ramase n trusd. Probele se incubeazd la 37 °C cu agitare
permanenti. Citirea rezultatelor se poate face la 4 si 8 ore de incubatie. Citirea finald
se face dupd 24 ore de incubatie. Citirea se poate face cu ochiul liber si/sau cu un

spectrofotometru cu filtru de 600 nm.

)
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(d) inhibarea specifici a cresterii bacteriilor se poate observa la 4 si 8 ore de
incubatie la 37°C. Citirea finald se face la 24 de ore de incubatie la 37 °C. Efectul
inhibitor specific al OTF-M de poate vedea cu ochiul liber cand in proba cu OTF-M
mediul de culturd rdmane transparent, iar in proba martor pozitiv mediul are o

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

(e) se considerd o proba pozitiva cand exista o diferentd vizibild cu ochiul liber
intre turbiditatea din proba martor fati de proba care contine OTF specific. In cazul
cand densitatea opticd se evalueazi la un spectrofotometru proba este pozitiva cand
diferenta intre probele martor si proba cu OTF specific este mai mare de 0,1 DO 600

nm.

(f) se considera un efect optim de inhibitie a multiplicarii bacteriene cand la
24 de ore de incubatie la 37 °C este blocati cresterea bacteriilor, iar valoarea densitatii

optice este de 0,060 DOgoo,

Se poate aprecia eficienta OTF-specific in functie de cantitatea de germeni inhibata. In aceste
conditii se poate organiza conduita terapeuticd folosind o doza unicd sau mai multe doze pe
Zi.

Experiment nr. 51/07.05.2014

1. Scopul experimentului: Testarea inhibarii multiplicarii bacteriene de catre OTF-

PC2 specific fatd de culturi bacteriene de Ec $i Kp
2. Reagenti:

2.1. Tulpini bacteriene

> E. Coli 56637 din colectia de tulpini provenind de la spitalul Victor Babes;

> Klebsiella pneumoniae 55826 din colectia de tulpini provenind de la spitalul

Victor Babes
> Pseudomonas aeruginosa
» Escherichia coli

2.2. OTF-M specific
OTF-M Ec, preparat in 31.03.2014, liofilizat (200 mg/2 ml)

OTF-M Kp, preparat in 17.01.2014, liofilizat (200 mg/2 ml).

OTF-PC2, preparat in 2014, liofilizat (200mg/2 ml)

’
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1.3. IgY SPF seria 04 preparat in 21.01.2014 (200 mg/2 ml)

Rezultate:

Interpretare prin citire spectrofotometrica DQgo.

OTF-M K. pneumoniae OTF-SPF la 24 de ore de incubatie la 37C cu agitare.

4h de 24 ore de
incubatie incubatie
0,549 1,130
0,552 1,109
0,755 0,951
1.2
1
0.8
(())i M Series1
0:2 L B Series?
0
! 2 3 4 5 6> :‘Seriesl
7 3 9

Banda rosie x 3 replicate - OTF-SPF martor
Banda albastri x 3 replicate - OTF-M specific K. pneumoniae

Se constati o inhibitie totala la intervalul de timp 4 ore si o usoari crestere la 24 ore, ceea ce
demonstreazi capacitatea de inhibitie specificad a OTF-M specific K. pneumoniae. Un astfel
de rezultat ne indicd faptul cd medicul trebuie sd aibd o conduitd terapeuticd speciald, sd

scurteze intervalul dintre administrdrile de OTF pentru a mentine constantd activitatea
maximad de inhibitie specificd.

Ei
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Exprimarea grafici a exp. 51

2]
- - -

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

® Seriesl

B Series2

Series2

Seriesl
1
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Se observa inhibitia specifica a cresterii bacteriilor de catre OTF-M anti E.coli la 4 si
respectiv 24 de ore de incubatie la +37°C cu agitatie.
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Inhibarea cresterii P.aeruginosa cu testul IMB PaChi

inhibarea cresterii bacteriene PaChi IMB
Klebsiellapneumoniae +1gY-PC2
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inhibarea cresterii bacteriene PaChi IMB
E coli +1gY PC2
oTf

[
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Controalele efectuate folosind testul IMB PaCi pentru inhibarea specifica a cresterii

bacteriene au dovedit cd OTF-PC2 reactioneaza pozitiv si inhiba cresterea bacteriilor.
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REVENDICARI
Titlul

PRODUCEREA SI UTILIZAREA
OVOTRANSFERINEI-PC2 (OTF-PC-2)

. Metoda de preparare a OTF-PC2, este o metoda care se referd la obtinerea acestei proteine
prin imunizarea gdinilor (Gallus domesticus) oudtoare cu un antigen format dintr-un
amestec de tulpini bacteriene rezistente sau nu la antibiotice din cadrul aceleiasi specii de
bacterii sau un antigen format dintr-un amestec de specii de bacterii rezistente sau nu la

antibiotice izolate de la pacienti din Romania si din tulpini de Candida Albicans.

. Revendica OTF-PC2 ca produs biologic care are proprietiti imunogene care i permit sa se
cupleze selectiv la epitopii existenti pe suprafata celulelor bacteriene, ciupercilor si

virusurilor folosite la imunizarea activa a gainilor.

. Revendica OTF-PC2 ca produs biologic care are proprietiti imunogene care 1i permit sa se
cupleze selectiv la epitopii existenti pe suprafata celulelor bacteriene, ciupercilor si

virusurilor izolate de la pacienti sensibile sau rezistente la antibiotice.

. Revendica OTF-PC2 ca produs care actioneazd mono sau poli specific fata de fiecare
dintre germenii cu care s-au imunizat giinile si de la care provin oul din care s-a extras

ovotransferina.

. Revendicarea metodei prin care in acelasi ou sunt imunoglobuline (IgY) si ovotransferine
OTF-PC2 care se comportd identic din punct de vedere imunologic fatd de antigenii

folositi la imunizarea géinilor.

. Revendicrea produsului TF-PC2 care poate fi folosit ca mijloc de prevenire sau tratament

al infectiilor bacteriene, virale, micotice.

. Revendicarea produsului OTF-PC2 care are efect antitumoral specific creat prin

imunizarea géinilor.

. Revendicarea produsului OTF-PC2 care se poate folosi ca vector pentru transportul in

organism al medicamentelor.

>
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9. Revendicarea produsului OTF-PC2 care poate fi folosit ca antiinflamator al mucoasei

tubului digestiv pentru subiectii care folosesc medicamente antiinflamatoare administrate

oral.

10. Revendicarea produsului OTF-PC2 pentru care in testul de imunodifuziunea dubla
Ouchterlony linia de precipitare se uneste specific cu linia de precipitare a ovotransferinei

etalon international.

11. Revendicarea produsului OTF-PC2 care in testul se seroaglutinare rapidd si seroaglutinare

lentd reactioneaza specific cu bacteria care a fost folositd pentru imunizarea gainilor.

12. Revendicarea produsului OTF-PC2 care in testul imuno enzimatic (ELISA) reactioneaza

specific cu fiecare dintre antigenii folositi pentru imunizarea géinilor.

13. Revendicarea produsului OTF-PC2 prin care ,,in vitro” inhiba specific cresterea bacteriilor

si ciupercilor.

14. Revendicarea produsului OTF-PC2 care reactioneazd specific cu bacterii rezistente sau

sensibile la antibiotice.
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