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DESCRIEREA INVENTIEI

Titlul

PRODUCEREA SI UTILIZAREA IAURTULUI
HIPERIMUN PC-2 (IAURT PC-2)

DOMENIUL TEHNIC

Imunologie, medicina, tratamente, preventie, industria alimentard, aplicatii in biotehnologie.

Prezenta inventie descrie producerea §i caracterizarea iaurtului hiperimun PC-2 care contine
ou integral hiperimun sau gilbenus provenind din oul hiperimun sau proteine specifice extrase
din ouile hiperimune §i care reactioneazi cu unul sau mai multe antigene pentru care au fost
imunizate giinile de la care provin oudle. Oudle hiperimune pot fi utilizate integral, doar
galbenugul sau doar proteinele extrase din ou. Quile hiperimune provin de la pasin (Gallus
domesticus) imunizate cu antigene preparate din bactenii, virusun §i fungi. Prezenta inventie
se refera la prepararea iaurtului PC-2, coagulat sau lichid, in amestec cu ou integral hiperimun
sau cu gilbenus din oudle hiperimune sau cu proteine specifice (IgY si OTf) extrase din ouile
hiperimune care provin de la giini hiperimunizate cu antigene preparate din bacterii rezistente
la antibiotice izolate de la pacienti cu semne clinice internati in spitalele din Romania.
Proteinele specifice pot fi monovalente, dacd gainile au fost imunizate cu un singur antigen
sau polivalente dacd géinile au fost imunizate cu un antigen multiplu preparat din mai multe
specii de microorganisme. Prezenta inventie se referd la prepararea iaurtului PC-2 cu ou
integral, gilbenus sau proteine specifice fatd de antigene preparate din bacterii, virusun si

fungi izolate de la pacientii din spitalele din Romania rezistente sau nu la antibiotice.
Prezenta inventie caracterizeazi din punct de vedere imunologic iaurtul PC-2.

Prezenta inventie este complementard cererilor de Brevet de inventie depuse la OSIM cu nr.
A/00156 din 25.02.2014, A/00653 din 28.08.2014, A/00810 din 29.10.2014, A/00008 din
13.01.2015.
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PREZENTAREA STADIULUI TEHNIC INCLUSIV BIBLIOGRAFIE

Helicobacter pylori este cea mai importanta infectie a mucoasei stomacului la om. Gastrita §i
ulcerul gastric produse de H. pylori joaca un rol important in dezvoltarea carcinomului gastric
(1, 2), bacteria fiind recunoscutd ca si agent carcinogen de gradul I la om de citre Organizatia
Mondiala a Sanatatii (3). Cel mai frecvent, infectia cu H. pylori nu se exprimi clinic. in
acelasi timp infectia cronicé este strans legata de aparitia afectiunilor gastrice (precum gastrita
atrofica, ulcerul peptic si metaplazia intestinald). Eradicarea H. pylori inainte de aparitia
atrofiei si metaplaziei intestinale este considerata eficientd in inhibarea dezvoltani cancerului

gastric (4).

H. pylori infecteaza aproximativ 50% din populatia lumii, anual fiind diagnosticate
aproximativ 750.000 de cazuri noi (3). In Romania infectia cu H. pylori a fost depistati la
68,5% dintre persoanele adulte din judetul Timig in 2003 (5). La un institut de
gastroenterologie din Craiova in perioada 2007 - 2010 s-a observat cd 57,40% dintre pacientii

cu gastritd au fost pozitivi pentru H. pylori (6).

Tratamentul cu antibiotice a dat rezultate cu privire la eradicarea infectiei cu H. pylori.
Tratamentul cuprinde folosirea metronidazolului, amoxicilinei, claritromicinei §i un inhibitor
de pompa protonica sau bismut (7, 8, 10 — 12). in prezent 10 - 000000000015% din cazuri s-
au dovedit incurabile deoarece unele tulpini de H. pylori au devenit rezistente la antibiotice
(7, 9, 10, 13, 16). Cresterea numarului de tulpini rezistente la antibiotice complica tratamentul
infectiei cu H. pylori.

Studii recente au dovedit cd imunoglobulinele extrase din galbenugul oudlor (IgY) care provin

de la gaini imunizate cu H. pylori se pot folosi cu succes in tratamentul preventiv §i curativ al

infectiei cu aceastd bacterie la om (8, 14, 15, 17, 18).

Cercetdn privind utilizarea imunoglobulinelor extrase din gilbenugul (Ig Y) ouilor provenite
de la pasiri imunizate cu antigene preparate din H. pylori au aritat ci administrarea orald a

IgY specific anti-H. pylori inhibd activitatea patogend a bacteriei la gerbilii infectati
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experimental si previne colonizarea la cei neinfectati (19). La oameni asimptomatici infectati
cu H. pylori s-a observat o reducere semnificativa a valorilor obtinute la testul respirator de
depistare a ureei dupa administrarea orala a IgY specific anti- H. pylori timp de 4 saptamani
(15).

Pe de altd parte, produsele din lapte fermentat cu adaos de bacterii vii probiotice, precum
lactobacilii, pot contribui la imbunatitirea eradicarii H. pylori cu 5-15%, cénd sunt utilizate ca
adjuvante la terapia clasica (20). Utilizarea probioticelor poate contribui §i la reducerea

efectelor adverse ale terapiei clasice (21).

Astfel, combinarea efectelor benefice ale iaurtului cu efectele benefice ale imunoglobulinei
specifice anti-H. pylori poate veni cu succes in completarea terapiei clasice a infectiei cu H.

pylorila om, mai ales in cazul infectiilor cu tulpini bacteriene rezistente la antibiotice.

Utilizarea iaurtului in amestec cu ou integral hiperimun sau cu galbenug care provine din oul
hiperimun sau cu imunoglobuline extrase din gilbenusul oualor hiperimune obtinute de la
giini imunizate cu antigene provenite de la pacientit din Roméama face subiectul acestui
brevet de inventie. Iaurtul PC-2 trateaza infectiile cu 14 specii de germeni patogeni specifici

care se gisec in tubul digestiv, inclusiv H. pylori.

Piana la aceastd dati nu s-a brevetat o astfel de formula imunologica in care anticorpii specifici
extragi din oul hiperimun ce provine de la giini imunizate cu antigene preparate din tulpini

bacteriene patogene izolate de la pacienti cu exprimare clinica a bolii si fie inclusi in iaurt.
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INVENTIA PE SCURT

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Obiectivul prezentei inventii este iaurtul PC-2 care contine imunoglobuline specifice contra

14 specii de bacterii si fungi patogeni pentru om §i animale.

Pentru prepararea iaurtului PC-2 a fost realizat un program intensiv de cercetare care a

urmarit:

- obtinerea unui produs alimentar care sa actioneze specific asupra mai multor epitopi si

- aplicarea unor metode de control care sa permita evaluarea corectd a actiunii acestuia
asupra antigenului dat/antigenelor date. Antigenul monovalent sau polivalent a fost utilizat
in amestec cu adjuvant QS-21 si s-a folosit un imunomodulator numit aici P, conform
metodologiei prezentate in cererea de Brevet de inventie depus la OSIM nr. A/00156 din

25.02.2014 fata de care acest brevet de inventie este complementar.

Folosind ca tehnici de laborator testul de imunodifuzie in gel de agar, testul de identificare
ELISA si testul de specificitate ELISA, precum si testul de inhibitie a cresterii bacteriilor
IMB-PaChi s-a reusit sa se caracterizeze o forma noua de iaurt, iaurtul hiperimun PC-2, care
in urmma consumului, interactioneaza specific cu fiecare dintre antigenele folosite la

imunizarea gainilor.

Prezenta inventie se refera la otinerea iaurtului hiperimun PC-2 din ou integral, galbenus sau
imunoglobuline extrase din galbenusul oudlor provenite de la gdini imunizate cu diferite
antigene preparate din diferite specii de bacterii, fungi sau virusuri a ciror etape de extragere
sunt prevazute in cererea de Brevet de inventie nr. A/00156 din 25.02.2014, precum si

caracterizarea acestuia

Taurtul PC-2 reactioneaza specific simultan cu unul sau mai multe antigene fati de care a fost
imunizata gaina de la care provine oul integral, gilbenusul sau imunoglobulinele extrase din

gilbenus.

Unul dintre obiectivele prezentei inventii este de a inregistra iaurtul PC-2 ca produs alimentar

biologic activ §i a Inregistra metoda de preparare a acestuia.

A
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DESCRIEREA SUMARA A PROCEDURILOR

Subiectul acestui brevet este caracterizarea iaurtului hiperimun PC-2 (iaurt PC-2) ca produs

alimentar in baza descrierii de mai jos:

Imunizarea giinilor se face cu un amestec de proteine purificate preparate din corpi bacterieni
inactivati, virusuri inactivate sau fungi inactivati in amestec cu adjuvant QS-21, amestec
administrat intramuscular conform metodologiei prezentate in cererea de Brevet de inventie

A/00156 din 25.02.2014 pentru care prezentul brevet este complementar.

Controlul de calitate privind iaurtul PC-2 (control de calitate a matriei prime §i verificarea
parametrilor produsului finit conform SR 3665-1996: proprietdti organoleptice, fizico-chimice
si microbiologice) revin in sarcina producitorului de iaurt. Suplimentar se efectueaza
controlul valorii imunologice conform metodologiei prezentate in cererea de Brevet de
inventie nr. A/00156 din 25.02.2014.

hy”
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DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Taurtul coagulat sau lichid inainte de a fi omogenizat §i repartizat in recipientele de
imbuteliere (conditionare) se amestecd cu 70 mg de IgY reprezentand 4 g de gilbenus crud,
10 g ou intergal sau respectiv 3 g IgY granulat liofilizat. Dupa omogenizare iaurtul coagulat
se repartizeaza in recipienti din plastic de 100 g sau 200 g sau iaurtul lichid in sticle de 250
sau 450 ml.

1. Prepararea antigenului

Antigenul se preparad in conformitate cu metodologia de productie si control din cererea de
Brevet nr. A/00156 din 25.02.2014.

2. Imunizarea giinilor ouitoare conventionale sau SPF

Gainile se imunizeazi in conformitate cu protocolul descris in cererea de Brevet de inventie
nr. A/00156 din 25.02.2014.

3. Prepararea iaurtului coagulat sau ichid hiperimun PC-2

Taurtul hiperimun PC-2 se obtine in etapa finald a preparérii iaurtului, imunoglobulina fiind
adaugatd inainte de repartizare in recipientul final. Taurtul hiperimun se obtine prin amestecul
compozitiei de iaurt cu ou integral, gilbenus sau IgY specific liofilizat, in cantitatea necesara

pentru a avea 70 mg de IgY specific la 100 g iaurt.

Dupa amestecul oului integral, a galbenusului sau a IgY liofilizat cu iaurtul, acesta se
omogenizeaza §i se repartizeaza in recipientul final. Iaurtul hiperimun PC-2 se conservi, se

transporta §i se comercializeazi ca si iaurtul standard alimentar.

7
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MODELE RECOMANDATE DE FOLOSIRE SI CARACTERIZARE A
INVENTIEI

Exemplele de mai jos au scop ilustrativ §i nu sunt prezentate cu intentia de a limita scopul

prezentei inventii.

Exemplul 1

Prepararea IgY se face dupa exemplele din cererea de Brevet de inventie nr. A/00156 din

25.02.2014.

Exemplul 2

Controlul final al iaurtului hiperimun PC-2

a) Pentru forma finala a iaurtului coagulat sau lichid hipennmun PC-2 se folosesc urmatoarele
metode de control:
- Controlul parametrilor produsului finit conform SR 3665:1999: proprietati

organoleptice, fizico-chimice si microbiologice;
- Controlul cantitativ al IgY din iaurt;

- Controlul calitativ al IgY din iaurt.

b) Se admit in consum uman numai seriile de iaurt hiperimun PC-2 care corespund SR
3665:1999 si care contin 70 mg de IgY/100 g de iaurt. Se admit in consum numai seriile de
iaurt hiperimun PC-2 care contin IgY specific care reactioneazi in testul ELISA fati de
antigenele din care s-a preparat IgY — polivalent (Se, St, Sa, Sp, Sm, Pa, Cd, Ca, Ec, Ab,
Hp). Metodologia de control calitativ si cantitativ ELISA este descrisé in cererea de Brevet
de inventie A/00156 din 25.02.2014.

Iaurtul preparat cu ou hiperimun PC-2 sau IgY specific liofilizat s-a dovedit a avea
capacitatea de a reactiona specific cu epitopi de pe bacteriile §i fungii cu care au fost

imunizate gdinile.
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Exemplul 3
A. Determinarea cantitativa a IgY prin testul ELISA indirect

Testul ELISA se pregiteste ”in house” special pentru fiecare testare in parte. Cantitatea

minima decelatd de IgY este 10 nanograme in materialul testat. Datoritd specificitatii si

ege e

al IgY, pe faze de productie, in controlul calitativ i cantitativ.

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

b) Godeurile se captugesc cu 150 ul IgG de iepure anti pasare la concentratia de 3,75 pg/ml in
tampon carbonat-bicarbonat;

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

d) Se spala de patru ori cu cite 300 ul PBS-Tween folosind un spalator automat de placi;

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

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

g) Se adaugd in triplicat cate 150 pl IgY specific sau IgY SPF (25; 12,5; 6,25 pg/ml) in PBS;

h) in paralel se adaugd in triplicat cate 150 pl IgY standard SIGMA (25; 12,5; 6,25 ug/ml);

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

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

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

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

m) Se blocheazi reactia cu 150 pl HCI;

n) Reactia se citeste la spectrofotometru cu filtru DOaso;

0) Se fac curbe standard comparative, considerdndu-se dilutia maxima pozitiva 0,200 DO.
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B. Determinarea cantitativa a IgY din iaurtul hiperimun prin testul ELISA direct

a) Placa se cptugeste 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 dilutii binare incepand cu dilutia 1:1000 in
solutie carbonat-bicarbonat;

b) Godeurile A1 si H1 se pastreaza ca martori pentru antigen;

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

d) Se adauga 100 ul de conjugat anti-pasare diluat 1:5000;

e) Se incubeaza placa 2 ore la +37°C;

f) Se spala de 4 ori cu solutie de spalare;

g) Se adauga 100 ul TMB si se lasa la temperatura camerei 5-15 minute;

h) Se adauga 100 pl solutie de stopare;

1) Se citeste absorbanta reactiei la un spectrofotometru cu filtru de 450 nm.

j) Interpretarea reactiei se face prin controlul godeurilor blank (A1 si H1) unde DQjsso trebuie
s fie maximum de 0,060. In cazul cind sunt alte valori reactia nu se valideaza.

k) Se considera ca reactie pozitiva pentru prezenta IgY, dilutia la care DOsso este de 0,200
fata de IgY standard international sau subetalonul Romvac.

1) Continutul in pg/ml de IgY se face in raport cu IgY de referinta, tinind cont de faptul ca

ELISA deceleazd minimum 10 ng/ml si se face prin comparatie cu IgY standard.
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Exemplul 4

A. Determinarea continutului de IgY specific prin testul ELISA

Activitatea specificd a IgY se determind calitativ fatd de antigenul reprezentat de celulele

bacteriene inactivate i liofilizate.

a)

b)

d)

e)

g)

h)

1)
1)
k)

)

Se captuseste o placa ELISA cu 100 pl din suspensia de bacterii liofilizate la 1,67-1,70
ug de celule per ml sau 10 pg de proteind bacteriand per ml in tampon carbonat-
bicarbonat (0,05 M, pH 9,6);

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

Dupé indepartarea lichidului, placa se spald de 3 ori cu solutia de spdlare PBS-Tween
20 (2%);

Reactia se blocheazi cu tampon de fixare, cite 300 pl/godeu §i se incubeaza 30 minute
la temperatura camerei,

Se inlaturi lichidul de blocare;

Placa se usuca 30 minute la exicator;

Se repartizeazi in fiecare godeu 100 pl din suspensia de IgY diluatd 1:1000 in dilutii
binare sau zecimale. IgY de evaluat se va testa in triplicat;

Se mentin godeurile Al si Hl ca martori pentru antigen, godeurile B1, C1 si D1 ca
martori negativi de reactie folosind IgY-SPF si godeurile E1, F1 si G1 ca martor
pozitiv de reactie folosind IgY-specific de referinta Romvac;

Se incubeazia placa 2 ore la +37°C;

Se spala de 3 oni cu solutie de spilare;

Se adauga 100 pl de conjugat anti IgG anti-pasére diluat 1:10000, folosind ca diluant
tamponul de dilutie;

Placa se incubeazi 2 ore la +37 °C;

m) Placa se spala de 4 on cu solutie de spilare;

n)
0)
P
q)

Se adauga 100 ul TMB si se lasa la temperatura camerei 5-15 min.

Se adauga 100 pl solutie de stopare;

Se citeste reactia la un spectofotometru la absorbanti 450 nm.

Se valideaza reactia cand in godeurile martor blank A1l si H1 se obtin valori mai mici

de 0,060 DO, in godeurile B1, C1 §i D1 martor IgY-SPF (negativ) sunt valori de
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0,060-0,090 DO, iar in godeurile martor pozitiv E1, F1, G1 sunt valori de 1,400-1,800
DO.
r) Se consider3 dilutia maxima pozitiva dilutia la care reactia este egald sau mai mare de
0,200 DO sau valoarea matematica pentru dilutia mai mare de 0,200 DO. La acesti

dilutie reactia pozitiva este produsi de 5-10 ng de IgY-specific per godeu, per 100 pl.

EXPERIMENT
ELISA H. pylori 011 - Testarea prin ELISA a stabilitatii Ig Y
S-au testat prin ELISA indirect (vezi pct. 3.A.) probe de iaurt de vechimi diferite in ce

priveste inglobarea imunoglobulinei in compozitia lor (3, 6, 11 si 20 zile), in cite 3 dilutii

fiecare.

Foto 1. Imagine ELISA IgY HP 011

Controlul reactiei:

Martor antigen (blank) - A1, A8, D4-HS5: DOnedic = 0,044

IgY-SPF (martor de placa negativ) - B1, C1, D1: DOmedic = 0,042

IgY SPF polispecific etalon Romvac (martor de placi pozitiv) — E1, F1, G1: DOmedie = 1
Martor negativ iaurt — B4-C5: DOmegic = 0,039

Probe in dilutii — A2-H3, A4, A5 —DO > 0,200
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Concluzii test:

Se constati cé tehnica a fost executata corect, iar placa nu a influentat reactia enzimatici.

Nu exista diferente mari intre probe, indiferent de vechimea iaurtului. IgY din iaurt si-a
pastrat reactivitatea fatd de antigenul specific (H. pylori) si dupa 20 de zile de la inglobarea
imunoglobulinei in compozitia iaurtului.

Reactivitatea IgY anti-H. pylori din 3 dilutii de iaurt dupa
diferite perioade de la inglobarea pulberii de ou
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REVENDICARI

Titlul

PRODUCEREA SI UTILIZAREA TAURTULUI
HIPERIMUN PC-2 (IAURT PC-2)

1. Metoda de preparare a iaurtului hiperimun PC-2 (iaurt PC-2) este o metoda care se referd
la prepararea iaurtului coagulat sau lichid prin amestecul compozitiei de iaurt cu ou
hiperimun integral, sau cu galbenus care provine din oud hiperimune sau cu
imunoglobuline (IgY) si ovotransferind (OTf — PC2) obtinute din ouale de la gaini (Gallus
domesticus) ouitoare imunizate 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 tulpini de Candida albicans. Amestecul se realizeaza in etapa de racire a
laptelui, dupa pastaurizarea acestuia, inainte de omogenizare, la 0 temperaturd cuprinsa
intre 70° si 50°C, realizand in acelasi timp $i pasteurizarea joasi a produselor continand
IgY, prin mentinerea acestei temperaturi 4 - 45 minute, fara distrugerea caracteristicilor
imunoglobulinelor.

2. Revendicarea potrivit careia iaurtul PC-2 este un produs alimentar care contine proteine cu
proprietati imunologice specifice care le permite si se cupleaze selectiv la epitopii existenti
pe suprafata celulelor bacteriene, ciupercilor si virusurilor folosite la imunizarea activi a
gdinilor, si care sunt prezente in iaurtul coagulat sau lichid.

3. Revendicarea potrivit careia iaurtul PC-2 este un produs alimentar care contine proteine cu
proprietiti imunologice specifice care le permite sa se cupleze selectiv la epitopii existenti
pe suprafata celulelor bacteriene, fungilor si virusurilor sensibile sau rezistente la
antibiotice izolate de la pacienti.

4. Revendicarea potrivit cireia iaurtul PC-2 este un produs alimentar care contine proteine cu

proprietdti imunologice specifice care actioneaza mono sau poli specific cu fiecare dintre
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germenii fatd de care s-au imunizat gainile de la care provin oudle care sunt folosite la
producerea iaurtului PC-2.
5. Revendicarea potrivit careia iaurtul PC-2 poate fi folosit ca mijloc de prevenire sau
adjuvant in tratamentul infectiilor bacteriene, virale §i micotice existente in tubul digestiv.
6. Revendicarea potrivit careia iaurtul PC-2 poate fi folosit ca mijloc de prevenire si adjuvant

in tratamentul infectiei cu Helicobacter pylorila om.
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