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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a pulberii
din membrana cochiliera a oului hiperimun HPC2, si
utilizarea acesteia pentru prepararea unui supliment
alimentar pentru sistemul osteo-articular. Procedeul
conform inventiei consta in imunizarea unor gaini din
rasa Rhode Island Red, aflate la Tnceputul perioadei de
ouat, cu un antigen preparat din tulpini bacteriene si
fungice inactivate. Amestecul a fost emulsionat intr-un
volum egal de adjuvant QS-21, si s-a inoculat in
musculatura pieptului, in patru locuri diferite (0,25 ml in
fiecare punct). Inoculérile de rapel s-au facut la 14 zile,
respectiv, 28 de zile de la prima inoculare. Ouaéle
hiperimune au fost colectate zilnic, dupa 14 zile de la
ultima inoculare. Din aceste oud s-au extras IgY din

galbenus, fractiunile proteice din albus si membranele
cochiliere care se prelucreaza in vederea obtinerii unei
pulberi. Membranele cochiliere se separa de coaja prin
mentinere Tn apa deionizata in care s-a adaugat acid
acetic diluat 4%, timp de 12 h latemperatura de 4°C, se
usuca timp de 4 h la temperatura de 50°C, si se
prelucreaza prin macinare, din care rezulta o pulbere
care contine colagen, acid hialuronic, condroitina si alte
proteine specifice. Pulberea din membrana cochiliera
este utilizata pentru prepararea unui supliment natural
sub forma de comprimate, prin amestecare cu acid
ascorbic si excipienti de tabletare uzuali.
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Domeniul tehnic

Imunologie, medicind, tratamente, preventie, aplicatii In biotehnologie.

Prezenta inventie descrie prepararea si utilizarea pulberii din membrana cochilierd a oulut
hiperimun HPC2. Membrana cochiliera provine din oud de la gdini imunizate cu antigene
bacteriene si fungice inactivate. Prezenta inventie se referd la izolarea membranei cochiliere si
utilizarea acesteia in obfinerea produsului ROdia-HPC2 comprimate. Prezenta inventie descrie
separarea membranei cochiliere, deshidratarea si maruntirea acesteia. Metoda de obfinere a
membranei cuprinde urmatoarele etape:

Etapa de separare: se face prin desprinderea membranelor de pe cojile in prealabil
spalate si menginute intr-o solutie de acid acetic 4%.

Etapa de uscare: se realizeaza in etuva la temperatura de 50°C timp de 4 ore.

Etapa de maruntire: se realizeaza cu ajutorul unei mori de méacinare; se obfine o pulbere
fina.

Prezenta inventie caracterizeazda si compozifia membranei cojit de ou hiperimun PC2.
Membrana congine colagen, acid hialuronic, condroitind, glucozamind, ovotransferind,
ovoalbumina, lizozim, ovomucind, aminoacizi etc. Produsul ROdia-HPC2 - comprimate,
confine aceste ingrediente si acid ascorbic (factorul vitaminic), agenti de incarcare, agenti de
ingrosare; agenti antiaglomeran{i. Comprimatele sunt ambalate in flacoane de polietilend cu 30

comprimate x 500 mg.
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Descrierea inventiei

Prezentarea stadiului tehnic incluiv bibliografie

Prezenta inventie se referd la prepararea pulberii din membrana cochiliera din ouale
hiperimune HPC2. Aceasta provine de la gaini imunizate cu antigene bacteriene si fungice
(antigen multiplu). Membrana cochilierd este compusa din doud straturi individuale situate intre
ovoalbumina si coaja de ou. Membranele sunt compuse din fibre de proteine sub forma unei
retele de colagen de tip I, incapsulate intr-o manta continud de proteoglicani si alte
macromolecule. Grosimea celor doud membrane este cuprinsa intre 73-114 um la oudle de
gaini din rasa White Leghorn [12]. Membrana externa are o grosime cuprinsa intre 53,2 pm i
65,5 um in timp ce membrana interna ajunge de la 19.5 um pana la 24,3 pm. Colagenul se
regaseste in stare nativd, sub forma nedenaturatd cu structura triplu helicald nedistrusa
(tropocolagen)[19]. Membrana externd este formatd din trei straturi de mucind, iar cea interna
dintr-un strat de mucina si unul de cheratina. Acidul hialuronic este un alt component de o mare
valoare prezent in membrana. Acesta poate fi utilizat in diferite domenii incluzdnd industria
cosmeticd, farmaceuticd, nutraceutica si in alte aplicatii medicale [3].

Britton si K. K. Hale jr. au demonstrat ci proteinele din membrana cochilierd au un
confinut ridicat de arginina, acid glutamic, metionind, histidina, cistind si prolind [5]. De
asemenea, membrana congine hidroxiproling, prolina si acid glucozaminic [15].

Cea mai importantd funcijie a membranei este aceea de a actiona ca o structurd de
menfinere pentru ou, inainte de depunerea calciului in coaja si de a oferi o matrice organica
pentru fixarea acestuia [8]. Membrana este necesard si in dezvoltarea embrionului prin
secretarea unor factori de crestere; contine cantitafi ridicate de proteine si cantitdfi moderate de
glucozamind (pana la 1% din greutatea uscatd), condroitina (pana la 1%), acid hialuronic (pana
la 2%) si colagen (pand la 5%) [11].

Studiile lui Woung si colab. au demonstrat prezenta tipului 1 si V de colagen in
membrana cojii de ou [19]. Arias si colab. au identificat prezenta colagenului de tip X in
membranana cochilierd cu functia de a inhiba mineralizarea si de a stabiliza zona de depunere a
mineralelor [3]. Membrana cochilierda contine acid glucozaminoglican incluzand dermatan
sulfat si condroitind [13]. Picard si colab. au izolat si caracterizat glicoproteinele din

membranele cochiliere. Acestea includ hexamine, hexose si fructoza [14]. Recent, au fost
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raportate cantitati semnificative de acid hialuronic in membrana cochiliera (Brevet 6946551).
Alte componente identificate Tn membrand sunt ovotransferina, desmozina si isodesmozina,
lizil oxidaza si lizozimul [7 si 9]. Unele dintre acestea, de exemplu lizozimul si ovotransferina
sunt proteine specifice avand proprietdti antibacteriene [10]. Lizozimul scindeazi peretele
celular al bacteriilor, iar ovotransferina acumuleazi fierul, facandu-l inaccesibil dezvoltarii
microorganismelor [Brevet A00653/2014]. Membrana cochilierd actioneazd ca o veritabild
barierd antibacteriena.

Au fost descriese o serie de proteine obtinute din surse naturale care au fost utilizate In
aplicafii terapeutice si cosmetice. Astfel, pudra obtinutd din corn de cerb a fost utilizatda in
aplicatii nutraceutice. Aceasta a fost inclusa in capsule sau folositd ca ingredient in batoanele
nutritive. Fractiunea lipidicd obfinutd din castravetele de mare poate fi folositd ca supliment
nutraceutic pentru stimularea sistemului imun. Aceste fracfiuni izolate pot fi utilizate in
tratamentul bolilor alergice, inflamatorii si de piele [18]. Preparatele pot fi administrate oral sau
aplicate ca lofiuni topice. Proteina hidrolizata obfinutd din picioare de pui §i procesatd sub
formd de pulbere sau gel, se foloseste in tratamentul arsurilor, dezvoltarea musculaturii §i
pentru piele [16].

Metodele de separare a membranei cochiliere de pe coaja oului pot fi mecanice prin
desprinderea membranelor, dupa spdlarea cojilor si Inldturarea albusului si galbenusului
[Brevet US7584.909]. O combinare a metodelor mecanice §i chimice pentru separarea
membranei, include agitarea cojilor cu membrane in prezenta unui acid diluat pana ce acestea
se desprid [Brevet 258838]. Metoda cea mai utilizatd include méaruntirea membranelor sub
forma de pudra cu particule cuprinse intre 100-500 microni [Brevet 20140346261]. In alta
metodd, membranele maruniite sunt supuse hidrolizei enzimatice folosind o enzimé din drojdie.
Suspensia rezultatd contine o fracfiune solubila in care predomind acidul hialuronic si o alta
fracfiune insolubild continand colagen [Brevet 496946551/B2]. Extractele si hidrolizatele sunt
obginute fdra alterarea ingredientelor naturale prezente in membrana cochilierd, putdnd fi
utilizate in aplicatii biotehnologice.

Au fost descrise si alte preparate topice obtinute din surse naturale pentru protectia,
tratamentul si vindecarea rdnilor [17]. De exemplu, un produs injectabil si oral cuprinde
glucozamind, condroitin sulfat, colagen hidrolizat sau nativ, hialuronat de sodiu, ascorbat de
mangan $1 acid malic. Produsul acfioneaza ca un agent condroprotector, imbunatateste sinteza

condrocitelor, contribuie la vindecarea ranilor si la mentfinerea sanatagii tesuturilor [Brevet
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7007806]. Dale Paul DeVore a descries beneficiile membranei cochiliere native si hidrolizate
[Brevet US 8580,315 B2/2013].

Un numar de mediatori ai inflamatiei act{ioneaza si ca mediatori ai durerii; o serie de
autori prezintd mai multe citokine eliberate de celulele sistemului imunitar, care sunt capabile
sd induca hiperalergie [17 si 20]. Aceste citokine includ IL-10, IL-6, IL-8 si TNT co. Unele
citokine activeaza inflamatia (pro-inflamatorii), iar altele reduc inflamatia si1 contribuie la
vindecarea ranilor (anti-inflamatorii); citokinele pro-inflamatorii includ IL-1c0, 1L-18, IL-11,
[L-12, IL-17, IL-18, TNFo, proteine monocitare chemoatractante (MCP-1, MCP-3, MCP-5) si
proteine inflamatorii elaborate de macrophage (MIP-153, MIP-2, MIP-303)[Brevet US 8580315
B2]. Citokinele anti-inflamatorii includ IL-6, IL-10, 1L-12 si IL-13 [Brevet US 8580315 B2/].

Tratamentul inflamatiei cuprinde o varietate de agenti anti-inflamatorii (inhibitori ai
enzimei COX), care actioneaza lent, agen{i de modificare a bolii, incluzand nutraceuticele cum
ar fi glucozamin, condroitina si un numar de plante medicinale (Articulin F, Avocado,
Capsaicini, ghimbir, Reumalex, Gheara diavolului)[17].

Brevetul US.Nr. 8580315 descrie o metodd si un produs pentru tratamentul si
prevenirea inflamatiei si a tulburarilor asociate inflamatiei. Produsul contine glucozamina in
combinatie cu o proteind din ou. Acesta s-a obfinut prin hiperimunizarea gdinilor cu un
imunogen care confine si/sau un antiinflamator. Inventia se referd la o metodd de reducere a
inflamatiei la pacienfi la care se administreaza produsul. Acesta reduce durerea si inflamatia
articulard legata de osteoartrita, artita reumatoida sau alte tulburari articulare.

NaKKarike si colab. [Brevet 258838] au obtinut membrane din coji umede prin
mentinerea acestora in solutie EDTA-Na 5%, apoi la temperatura camerei (26+2°C) timp de
24h; s-a addugat hexan si s-a omogenizat timp de 3 minute. Amestecul a fost lasat in repaus
timp de 5 minute pentru a separa stratul organic de cel apos. Stratul de hexan continand
membrane sub formd de emulsie a fost decantat si filtrat pentru a separa membranele ca
reziduu. Reziduul a fost spalat cu apa deionizatd timp de S5 minute, apoi cu acetona, filtrat,
deshidratat la 50°C timp de 30 minute, pentru a obtine membrane uscate. Noutatea acestei
inventil constd in separarea membranei de coaja oului, prin tratamente blande cu EDTA si
hexan. Acestea nu afecteaza calitatea proteinelor din membrane iar contaminarea cu particule
din coajd este minima.

Metoda elaboratd de Snyder [Brevet 20140346261 consta in ajustarea umiditagii cojilor

cu membrane inainte de procesul de separare. Ajustarea include uscarea cojilor la un continut
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de umiditate mal mic de 24% din greutatea lor. Uscarea cojilor se produce la temperatura de
48-77°C, timp de 60-90 min.

Patrascu si colab. a demonstarat capacitatea de modulare a ovotransferinei PC2 pentru a

raspunde imun fad de antigenele cu care au fost imunizate gainile [Brevet A/00008]. Inventia

caracterizeazd raspunsul imun specific al ovotransferinei PC2 1in functie de structura

antigenului monospecific sau polispecific folosit. Aceiasi autori au caracterizat oul hiperimun

Ovopach, care are capacitatea de a reactiona specific cu epitopii bacteriilor si fungilor cu care

au fost imunizate giinile [Brevet A00810].
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INVENTIA PE SCURT

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Prezenta inventie se referd la producerea unei pulberi din membrana cochilierd, obtinuta
printr-un proces de productie natural fara utilizare de substante chimice, fiind extrasd din oua
hiperimune HPC2. Membrana confine ingrediente importante (colagen, acid hialuronic,
condroitind, glucozamind, aminoacizi, ovotransferina, lizozim etc.), care contribuie la
functionarea normald a’'sistemului 0sos. Pentru prepararea pulberii s-a realizat un program de
cercetare care a urmdrit prepararea antigenului multiplu (obfinut din tulpini bacteriene si
fungice) imunizarea gdinilor conventionale sau SPF, controlul rdspunsului imun al gainilor
oudtoare prin testele ELISA si IDGA, separarea membranelor cochiliere, obtinerea pulberii din
membrane si utilizarea acesteia in realizarea produsului ROdia-HPC2 comprimate. Evaluarea
principalelor componente active prezente in membrane se face prin identificarea colagenului si
a fractiunilor cu activitate antibacteriand (OTf, lizozim, OVA, ovomucina) fatd de antiseruri

specific prin testul IDGA.

Produsul ROdia-HPC2 comprimate x 500 mg confine ingredientele active din
membrana cochilierd, care impreuna cu acidul ascorbic asigurd buna functionare a sistemului

osteo-articular.
DESCRIEREA SUMARA A PROCEDURILOR
Obiectele acestui brevet se vor evidentia in baza descrierii de mai jos:

Acest brevet se referd la obtinerea pulberii din membrane cochiliere a oudlelor hiperimune si
utilizarea acesteia la obfinerea unui produs biologic ROdia-HPC2 comprimate. Produsul
confine componente active din membrana cochiliera (colagen, acid hialuronic, glucozamina,
condroitind, ovotransferina, lizozim, ovomucini si ovoalbumind) obtinutd in mod natural, la

care se adauga acid ascorbic (vitamina C).

Pentru obtinerea membranei cochiliere, utilizata la prepararea produsului ROdia-HPC?2,
se imunizeaza gaini oudtoare, din rasa Rhode-Island Red, aflate la inceputul perioadei de ouat
in varsta de 23 de saptdmani. Antigenul cu care se face imunizarea reprezintd un amestec de
tulpini bacteriene si fungice, inactivate cu formol, in amestec cu adjuvant QS-21. Antigenul se
inoculeaza intramuscular. Cantitatea de proteine in amestec cu adjuvantul este de 200 mg/ml.

Imunizarea fiecarei gaini se face cu 2 ml inocul in 4 puncte diferite in musculatura pectorala.

8
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Inocularile de rapel se fac la 14 zile, respectiv 28 de zile de la prima inoculare. In toata aceasta
perioada gainile sunt hranite cu furaje combinate in care se adaugd 0.5 g imunomodulator uscat
la 1000 g furaj, amestecat uniform. Evaluarea raspunsului imun se face direct prin controlul
oualor recolatate de la gainile imunizate, prin testele ELISA si de imunodifuzie in gel de agar.
La un interval de 14 zile de la ultima inoculare se incepe colectarea de oud hiperimune. De la
acestea se inlaturd continutul oului, se retin cojile care se spald din abundentd cu apa
deionizata. Se separd membranele cochiliere de coji prin mentinerea intr-un volum mare de apa
deionizata, care contine acid acetic 4%, se deshidrateaza in etuva la 50°C, timp de 3 ore si se
maruntesc cu ajutorul unei mori de mécinare; se depoziteaza in sticle etans si se conditioneaza
sub formd de comprimate ROdia-HPC2. Carecterizarea pulberii obtinute se face prin

urmatoarele teste:

a) metoda colorimetrica pentru identificarea colagenului;

b) identificarea componentelor active din pulberea de membrana cochilierd prin testul
IDGA fata de antiseruri specifice;

¢) determinarea cantitativd a OTf HPC2 prin testul ELISA direct;

d) contaminarea microbiand se efectueazd conform standardelor prevdazute de
Farmacopeea Europeand editia 7 (capitolele 2.6.12.2.6.13.5.1.4 preparate orale

neapoase).

Produsul ROdia-HPC2 contindnd pulbere din membrand cochilierd si vitamina C

se proceseazd sub forma de comprimate x 500 mg si se ambaleaza in flacoane de polietilend

X 50 ml.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Pulberea din membrana cochiliera a oualor hiperimune HPC2 se obtine printr-un proces

de productie natural, fara utilizare de substante chimice. In acord cu prezenta inventie,

prepararea pulberii din membrani cochilierd cuprinde o serie de etape: prepararea

antigenului (1), imunizarea giinilor ouitoare conventionale sau SPF (2), controlul

raspunsului_ imun al giinilor imunizate (3), extragerea si prepararea membranei

cochiliere din oua hiperimune (4), evaluarea componentelor prezente in pulberea obtinuta

din membrani cochilieri (5), procesarea pulberii sub formi de comprimate ROdia-HPC2

(6).
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1. Prepararea antigenului

In acord cu prezenta inventie, antigenele s-au preparat din tulpini bacteriene din colectia
ROMVAC COMPANY S.A. (Salmonella enteritidis Ro-TL 248, Salmonella typhimurium RO-
05 TL 312014) sau obtinute in Spitale din Roménia (Streptococcus pneumoniae, Clostridium
difficile, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli si Candida albicans). Tulpinile de
referinta au fost Streptococcus mutans ATCC 55677 si Helicobacter pylori ATCC 49503.
Tulpinile bacteriene s-au cultivat pe bulion nutritiv, iar Candida albicans pe mediu Sabourand
lichid. Clostridium difficile (anatoxina) s-a obtinut pe mediu Thioglycollate. Culturile s-au
incubat la 37°C timp de 24-48 h, s-au spélat de doud ori cu PBS steril, pH = 7.2 si s-au inactivat
cu formaldehida 0.5% timp de 18 h; suspensiile s-au ajustat la valoarea 0.05 la DO 600,

corespunzand unei densitafi celulare de aproximativ 1x 10° UFC/ml.

2. Imunizarea giinilor ouiitoare conventionale sau SPF

S-au format loturi de gaini oudtoare conventionale sau SPF din rasa Rhode Island Red,
aflate la inceputul perioadei de ouat, 1n varsta de 23 sdptamani. S-a preparat un amestec de
antigene bacteriene si fungice, conform pct.l (antigen multiplu), care a fost emulsifiat in
adjuvant QS 21. Géinile s-au inoculat de 3 ori cu antigenul multiplu in patru locuri diferite in
musculatura pieptului (0.25 ml in fiecare punct). Inocularile de rapel s-au facut la 14 zile,
respectiv la 28 zile de la inocularea initiald. Colectarea oudlor se face la un interval de 14 zile

de la ultima inoculare, iar in titrul anticorpilor s-a evaluat periodic prin testele ELISA si IDGA.

Utilizarea adjuvantului QS 21 1n amestec cu antigenul multiplu, creste raspunsul imun,
nu produce reactii locale si s-a dovedit foarte eficient in producerea si mentinerea unui titru
mare de anticorpi, pentru o lungd perioada de timp. Pe toatd perioada experimentului s-au

administrat furaje combinate in care s-a adaugat 0.5 g imunomodulator uscat la 1000 g furaj.

3. Controlul rispunsului imun al giinilor ouitoare imunizate cu antigen

multiplu

Controlul raspunsului imun s-a facut prin colectare de oud la un interval de 14 zile de la
ultima inoculare. Acestea s-au testat prin ELISA si IDGA. Gélbenusul recoltat individual
s-a precipitat cu polietilenglicol 6000 pentru extragerea imunoglobulinei (IgY). S-au identificat

gdinile al cdror raspuns imun s-a situat la un nivel de peste 1.500 DO in testul ELISA. Aceste

10
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oud se pot folosi pentru obtinerea IgY si a fracfiunilor din albus. Din aceste oud hiperimune se

extrage membrana cochilierd care se prelucreaza in vederea obfinerii pulberii.

4. Prepararea membranei cochiliere

In acest brevet s-a aplicat o procedura simplé care sa permita obtinerea unei pulberi din
membrana cochilierd 100% naturald, provenitd din oud de la giini imunizate cu un antigen
multiplu (tulpini bacteriene si fungice). Obtinerea membranelor cochiliere cuprinde

urmatoarele etape:

Etapa de separare: In prezenta inventie, cojile de ou se separd de confinutul oului.
Acestea se spala de trei ori cu apa deionizata din abundenta. Metoda de separare a membranelor

este manuala. Se desprind usor prin menfinerea cojilor Intr-un volum mare de acid acetic diluat

4%, timp de 12 ore la 4°C.

Etapa de deshidratare: membranele cochiliere se usucd in etuva timp de 4 ore la
temperatura de 50°C. Din 2000 oua hiperimune s-au obginut 900 g membrane umede, respectiv

250 g membrane uscate.

Etapa de miruntire: membranele deshidratate se maruntesc cu ajutorul unei mori de

mécinare pana la obtinerea unei pulberi fine (schema 1).

11



a 2017 00042 26/01/2017

SCHEMA 1: OBTINEREA PULBERII DIN MEMBRANE COCHILIERE

Prepararea antigenului

Amestecare antigen cu adjuvant QS-21
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-

<5
W
Controlul raspunsului imun la giina si ou

A &
Colectare oua

1

Separarea cojilor de continutul oului

l

Recoltarea membranelor de pe coaja

]

Deshidratarea membranelor
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Evaluarea principalelor componente prezente in pulberea de membrand cochilierd se

face prin urmdtoarele teste:
a) Identificarea colagenului prin metoda colorimetrica

b) Determinarea calitativi a componentelor active din membrand (ovotranferina,

ovoalbumina, lizozim si ovomucina) fata de antiserurile specific prin testul IDGA
¢) Determinarea cantitativa a OTf HPC2 prin testul Elisa direct

d) Controlul contaminarii microbiene

S. Utilizarea pulberii in realizarea produsului ROdia-HPC2 comprimate

Produsul ROdia-HPC2 comprimate este un supliment alimentar ce contine pulbere
din membrana cochilierd provenitd din oud hiperimune la care se adauga acid ascorbic.
Vitamina C intervine Tn productia de colagen care grabeste cicatrizarea plagilor, favorizeaza
depunerea calciului in oase si vindecarea fracturilor, creste rezistenta capilarelor, mareste
rezistenta la infectii. Vitamina C este un puternic antioxidant, inlaturd radicalii liberi g1 previne
astfel, oxidarea membranelor celulare. Este esentiald pentru sinteza colagenului, a matricei
oaselor si dintilor si in cresterea rezistentei peretelui vaselor capilare. In plus, vitamina C este
implicatd in biosinteza hormonilor de tip catecolamine si steroizi, in conversia acidului folic in
acid folinic §i in metabolismul tirosinei. Membrana contine colagen, acid hialuronic,
condroitind, glucozamina, ovotranferind, ovomucina, lizozim, ovoalbumina etc. Acestea sunt

ingredientele active care contribuie la functionarea normald a sistemului osteo-articular.

Produsul este recomandat ca supliment alimentar, in medicina clasica, la pacientii cu
afectiuni osteo-articular si ale tesutului conjunctiv. Se condifioneaza in flacoane de propilena

care contin 30 comprimate x 500 mg sau 60 comprimate x 500 mg.

13
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MODELE RECOMANDATE DE FOLOSIRE SI DE CARACTERIZARE A INVENTIEI

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

prezentei inventii.
Exemplul 1
Prepararea antigenului

In prezenta inventie, antigenul s-a preparat dintr-un amestec de tulpini bacteriene si fungice.
Celulele bacteriene si ciupercile s-au cultivat pe medii selective, s-au incubat la 37°C timp de
24-48 ore, s-au spdlat de doua ori cu PBS steril, pH=7.2 si s-au inactivat cu formaldehida 0.5%
timp de 18 h; suspensiile obtinute s-au ajustat la valoarea 0.05 la DO 600, corespunzand unet
densitati celulare de aproximativ 1 x 10°UFC/ml. Sedimentul s-a folosit ca imunogen (antigen

multiplu) in amestec cu adjuvantul QS 21, pentru inocularea gainilor.
Imunizarea giinilor ouitoare conventionale sau SPF

Gainile aflate la inceputul perioadei de ouat din rasa Rhode Island Red, s-au imunizat prin
administrare pe cale intramusculard a 2 ml antigen, in patru locuri, 1n musculatura pectorala.
Se fac trei inoculdri la interval de 14 zile, respectiv 28 zile. La 14 zile de la ultima inoculare, se
colecteazd oua pentru extragerea imunoglobulinelor (IgY) din galbenus, a fractiunilor proteice

din albus si a membranelor cochiliere.
Exemplul 2

Prepararea membranelor cochiliere

Cojile de ou se separd de continutul oului, apoi se spald de trei ori cu apd deionizatd din
abundentd. Membranele se separd manual, se desprind usor prin mentinerea cojilor intr-un
volum mare de apa deionizata in care s-a addugat acid acetic diluat 4%, timp de 12 ore la 4°C;
se usuca in etuvd timp de 4 ore la temperatura de 50°C; se maruntesc cu ajutorul unei mori de

macinare pani la obtinerea unei pulberi fine.

Exemplul 3

Conditionarea pulberii de membrana cochiliera

Produsul ROdia-HPC2 contine pulbere din membrana cochilierd provenita din oua hiperimune
la care se adaugd acid ascorbic; pulberea se conditioneazi in flacoane din polietilena x 50 ml.
Cantitatea per flacon este 30 comprimate x 500 mg pulbere sau 60 comprimate x 500 mg
pulbere. Comprimatele sunt neacoperite, rotunde, de culoare alba, cu miros slab caracteristic.

14



a 2017 00042 26/01/2017

Acestea contin pe langa ingrediente active (pulbere din membrane cochilierd, acid ascorbic) si

excipienti de tabletare.

Exemplul 4

Identificarea colagenului din membrana cochilierd prin metoda colorimetrica

Principiu: proba de analizat evidentiaza o reactie de culoare violetd in prezenta solutiilor de
sulfat de cupru si hidroxid de sodium. Absorbanta probei se citeste la un spectrofotometru in

domeniul vizibil (400-800 nm). Intensitatea coloratiei violet a probei este direct proportionala

cu cantitatea de colagen.

Reactivi
- sulfat de cupru (II) 50 g/l (R)
- hidroxid de sodiu 100 g/l (R)

Mod de lucru

Proba de testat: 1a 0,25 g membrana cochilierd se adaugd 20 m! apa MiliQQ; amestecul se incalzeste la
60°C, timp de 30 minute; solutia se filtreazd prin filtru Millex de 0.45um; 2 ml filtrat se
amesteca cu 0,05 ml solutie sulfat de cupru (II). Se adauga 0,5 ml solutie hidroxid de sodiu;
dupa agitare, trebuie sa apara o coloratie violet.

Proba martor: la 2 ml apad MiliQ se adaugd 0.05 ml solutie sulfat de cupru s1 0.5 ml
solutie hidroxid de sodiu (Fig.1).

Fig.1:

1. Proba Martor: 2 ml apa MiliQ +
0.05 ml sol. CuSO4 + 0.5 ml sol.
NaOH (tub 1)

2. Proba de testat: 2 ml amestec
(0.25 mg membrand + 20 ml apa
MiliQ) + 0.05 ml sol. CuSO4 +
0.5 ml sol. NaOH (tub 2)

15
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Interpretare:

In proba de testat apare culoarea violet, ceea ce indici prezenta colagenului comparativ cu
proba martor, care este de culoare bleu pal. Absorbanta probei de testat se masoard la

spectrofotometru in domeniul vizibil.

Rezultate:
Pentru a vedea daca intensitatea coloratiel probei este direct proportionald cu cantitatea de
membrana din proba, respectiv concentratia de colagen regésibila, s-au luat in testare mai multe
probe obtinute astfel:

1. 0.25 mg pulbere membrana + 6 mL apa MiliQ

2. 0.50 mg pulbere membranad + 6 mL apa MiliQ

3. 0.75 mg pulbere membrand + 6 mL apa MiliQ

4. 1.00 mg pulbere membrand + 6 mL apa MiliQ

Probele au fost centrifugate timp de 20 minute la 6000 rpm si filtrate prin filtre Millex de
0.45um. S-a masurat spectrul de absorbtie in domeniul vizibil pentru fiecare proba in parte, faja
de o proba martor care confine toatd matricea probei, cu exceptia pulberii de membrana

cochiliera. (Fig.2)

o
E Martor
S
r= @ 0.25 mg/6mL
2
'g 0,50 mg/6 mL
TITYTYTTI L ® 0,75 mg/6 mL
o vep
[ el X . " § £ 1,00 mg/6 mL
( ¥ P e
b @ ® '
450 500 550 &0 650 700 750 200

lungime de unda (nm)
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Fig. 2 Spectrul de absorbtie pentru probe de membrana cochiliera (0.25,0.50,0.75,1.00
mg/6mL)

Absorbanta probelor difera in functie de cantitatea de pulbere de membrane din probele de
testat. Spectrul de absorbtie in vizibil este diferit pentru complexul colagen - sulfat de cupru,

comparativ cu solutia de sulfat de cupru - martor. Maximul de absorbtie al complexului colagen

- sulfat de cupru este la lungimea de unda de 550 nm (Fig. 3 si fig. 4).

Fig. 3 Maisurarea intensititii absorbantei la 550 nm pentrn probele din membrana

(godeurile A si B proba martor; godeurile C, D, E, F, G probele din membrana cochiliera)

S-a masurat intensitatea absorbantei la 550 nm pentru toate probele de testat §i s-a reprezentat

grafic variatia acesteia 1n functie de cantitatea de pulbere de membrana cantérita per proba.
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Fig. 4 Reprezentarea grafici a dependentei liniare dintre intensitatea absorbantei
masurata la S50 nm si cantitatea de pulbere din probe.

Dependenta dintre cele doud marimi masurate este liniara.

Exemplul S
Testul de imunodifuzie in gel de agar (IDGA)

Principiu: testul se bazeaza pe migrarea intr-un gel de agar a antigenului si a anticorpului, care
la locul de contact se combina specific si formeazid o linie de precipitatre. Aceasta se
vizualizeaza prin proiectarea unui fascicul de lumina puternic pe fundul placii de reactie. Testul
se utilizeaza Tn mod obignuit pentru detectarea anticorpilor serici la animalele infectate, precum
in caracterizarea anticorpilor de tip IgY si a fractiunilor proteice continute de ou.

Modul de lucru
Prepararea gelului de agar

Se prepara un gel de agar 1% 1n solutie (tampon borat). Amestecul se fierbe pe baie Marie pana
la completa dizolvare a agarului.

Pregatirea placilor pentru reactie

Testul de imunodifuzie se executd in placi Petri, cu diamentrul de 90 mm, in care se
repartizeaza 17 ml agar la t° de 45-60°C. Plicile se lasi cu capacul intredeschis pe o suprafat
orizontald, aproximativ 1 orad pentru solidificare. Cu o matn{a se taie seturi de cate 7 godeuri
(1 central s1 6 periferice), cu diametrul de 6 mm la o distan{d de 3 mm intre ele. Se
indepérteaza rondelele de agar din fiecare godeu cu ajutorul unei pipete Pasteur montata la o
trompa de vid;

Obtinerea extractului apos din membrana cochiliera: la 2 g pulbere membrana cochilierd se
adaugd 20 ml apd deionizatd, se mentine la 4°C, sub agitare, timp de 24 ore; se centrifugheaza
la 3500 rpm si se testeaza supernatantul rezultat.

Repartizarea reagentilor si incubarea placilor de agar

Se repartizeazd cate 40 pul in godeurile: 1, 4 si central din serurile anti Ovotransferina (OTY),
anti lizozim, anti ovomucind (OVM), anti ovoalbumind (OVA) si anti IgY; in godeurile 2 si
6 se repartizeaza cate 40 pl proba subetalon (martor), iar in godeurile 3 si 5, cate 40 ul extract
apos din membrand cochilierd de testat. Placile sunt mentinute la temperatura camerei
(20-25°C) in atmosfera umedai, timp de 24-48 ore.

18
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Interpretarea rezultatelor

La 24 ore liniile de precipitare sunt examinate cu ajutorul unui fascicul intens de lumina, pe un
fond intunecat. Reactiile de precipitare date de probele subetaloan trebuie si fie clar vizibile.
Reactia pozitivi se evidentiazd printr-o linie de precipitare clara, obtinutd intre proba
subetalon (martor) si antiserul corespunzator.

Reactia slab pozitiva se evidentiaza printr-o linie de precipitare tangenta la proba de analizat.

Reactia negativa se considera atunci cand intre godeul cu antiser si godeurile cu probele de
testat nu apar linii de precipitare.

Rezultate:

Evidentierea ovotransferinei din membrana cochilierd: in godeurile 2 si 6 s-a repartizat OTf
subetalon, in godeurile 3 si 5 extract apos din pulberea de membrana cochilierd; in godeurile 1,
4 si central s-a repartizat serul anti OTT (Fig.1).

Fig. 1: Evidentierea prin IDGA a OTf din extractul apos obtinut din pulberea de
membrana cochiliera (godeurile 3 si S), comparativ cu OTf subetalon (godeurile 2 si 6),

fata de ser anti OTf (godeurile 1, 4 si central)

Evidentierea ovomucinei din membrana cochilierd: in godeurile 2 si 6 s-a repartizat OVM
subetalon (martor), in godeurile 3 si 5 extract apos din pulberea de membrana cochilierd; in
godeurile 1, 4 si central s-a repartizat serul anti OVM (Fig.2).
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Fig. 2: Evidentierea prin IDGA a OVM din extract apos obfinut din pulberea de
membrana cochiliera (godeurile 3 si S), comparativ cu OVM subetalon (godeurile 2 si 6),
fata de ser anti OVM (godeurile 1, 4 si central)

Evidentierea lizozimului din membrand cochilierd: in godeurile 2 si 6 s-a repartizat lizozim
subetalon (martor), in godeurile 3 si 5 extract apos din pulberea de membrana cochilierd; in

godeurile 1, 4 si central s-a repartizat serul anti lizozim (Fig.3).

Fig. 3. Evidentierea prin IDGA a lizozimului din extractul apos obtinut din pulberea de
membrana cochiliera (godeurile 3 si S), comparativ cu lizozim (subetalon) (godeurile 2 si

6), fata de ser anti lizozim (godeurile 1, 4 si central)

Evidentierea ovoalbuminei din membrana cochilierd: in godeurile 2 si 6 s-a repartizat
ovoalbumina subetalon (martor), in godeurile 3 si 5 extract apos din pulberea de membrana
cochilierd; In godeurile 1, 4 si central s-a repartizat serul anti ovoalbumina (Fig.4).

20
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Fig.4: Evidentierea prin IDGA a OVA din extractul apes eobtinut din pulberea de
membrana cochiliera (godeurile 3 si 5), comparativ cu ovoalbumina subetalon (godeurile

2 si 6), fata de ser anti ovoalbumina (godeurile 1, 4 si central)

Evidentierea imunoglobulinei Y(IgY) din membrand cochilierd: in godeurile 2 si 6 s-a
repartizat IgY subetalon, in godeurile 3 si S extract apos din pulberea de membrand cochiliera;
in godeurile 1, 4 si central s-a repartizat serul anti IgY (Fig. 5).

Fig. 5: Evidentierea prin IDGA a IgY din extractul apos obtinut din pulberea de
membrana cochiliera (godeurile 3 si 5), comparativ cu subetalon IgY (godeurile 2 si 6),
fata de ser anti IgY (godeurile 1, 4 si central)
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EXEMPLUL 6

Determinarea cantitativa a ovotransferinei (OTf) din probe de membrana cochiliera prin

testul ELISA

Testul

imunoenzimatic (ELISA) s-a folosit in controlul cantitativ al OTf din membrand

cochilierd, utilizand kitul de reagenti pentru ovotransterina (Chicken Ovotransferrin ELISA Kit

- Abcam). Testul se realizeazd prin comparatie cu etalonul OTf international (400-6.25mg/ml)

sau cu subetalon intern OTf

a)

Se repartizeaza cate 100 pl/ godeu OTf standard, respectiv probe de extract apos obtinut
din membrand cochilierd de testat seria 1, seria 2, seria 3) in dilutii zecimale (1/10 -

1/10000) in tampon carbonat- bicarbonate, comform configuratiet placii (Fig.1)

Godeurile A1-H1 reprezinta standardul OTf din kit (400ng/ml - 6.25ng/ml)
Godeurile A3- D3 si A4-D4 reprezintd OTf subetalon

Godeurile E3- H3 51 E4-H4 reprezinta extract apos membrana cochilierd seria 1
Godeurile AS- DS si ES-HS reprezinta extract apos membrana cochilierd seria 2

Godeurile AS- DS si ES-HS reprezinta extract apos membrana cochilierd seria 3
Placa se spald de 3 x cu tampon de spélare

Se adauga 100 pl conjugat imunoenzimatic marcat cu peroxidazd (Abcam) diluat de
100 x.

Placa se incubeaza timp de 20 minute la temperatura camerei, acoperita si la intuneric
Dupa indepartarea lichidului, placa se spald de 3 x cu tampon de spalare diluat de 20 x
Se adauga 100 ul TMB si se lasd 10 minute la temperatura camerei

Se adauga 100 ul solutie de stopare.

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

Se considera reactie pozitiva pentru prezenta OTf dilutia la care DQ4so este de 0.200

fatd de OTf standart international.

Continutul in pg/ml OTf de referinta se face in raport cu OTf standard, {inind cont de
faptul ca testul ELISA deceleaza minim 10 ng/ml.
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Fig. 1 Configurare placa — Determinare cantitativa OTF

in figura 2 sunt prezentate valorile densitatii optice la lungimea de undi 450 nm pentru
standardul OTf (Abcam), subetalonul OTf intern cat i pentru probele, reprezentand extractele
apoase obtinute din membranele cochiliere (seriile 1, 2 si 3). In figura 3 este evidentiatd
imaginea placii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 3.232 | 3.239 | 3.635 3.632 3.174 | 3.221 A
B 3.099 | 3.073 | 3.586 3.598 2.330 | 2.389 8
c | 2726 | 2769 | 3.515 3.512 0.549 | 0.548 C
D 2.130 | 2.051 | 2.985 3.032 0.161 | 0.188 -
E 1.482 | 1.392 | 3.441 3.430 3.204 | 3.218 =
F 1.004 | 1.181 | 3.223 3.226 2.266 | 2.307 S
G 0.553 | 0.521 | 1.603 1.588 1.245 | 0.615 &
H 0.144 | 0.139 | 0.330 0.322 0.188 | 0.175 I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Fig. 2 Determinare cantitativi OTF - Valori ale DO

i L

Fig. 3 Determinare cantitativa OTf — imagine placa

Godeurile A1-H1 OTf standard (Abcam)

Godeurile A3- D3 si A4-D4 OTf subetalon

Godeurile E3- H3 si E4-H4 extract apos membrana cochiliera seria 1
Godeurile AS- DS si ES-HS extract apos membrana cochiliera seria 2

Godeurile AS5- DS si ES-HS extract apos membrana cochilierd seria 3

S-a realizat curba de calibrare pentru OTf standard reprezentand grafic valoarea absorbantei

masurate in functie de concentratia acestuia ( Fig. 4)
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Fig. 4 Curba de calibrare pentru standardul OTf (Abcam)

Determinarea cantitativd a OTF din extractele apoase obfinute din membranele cochiliere
seriile 1, 2 51 3 este prezentata in figura 5.

kit OTf
3.5G06 &
B |

3090 \ : \ O7F mutipiu
g 2500 - %X subetalon
:" 2.000 =i}~ Extract agos
T diz MC Seria 1
¢ 0

1909 Extract apos

1.000 k% v., din MC Seria 2

{ N . Extract apos

0500 - N

w00 & din MC Seria 3

0.000 = — =

S 1 2 3 4 5

Log (factor dilutie)

Fig. S Determinarea cantitativa (DO) a OTf din probe din extract apos din membrane

Se remarca prezenta unui raspuns pozitiv in ceea ce priveste continutul OTf al probelor testate.
Cele mai evidente sunt reprezentate de OTf subetalon (concentratia = 36.49 mg/100 ml la
dilutia 1/1000) si extract apos seria 1 (concentragia = 3.15 mg/100 ml la dilutia 1/100).

Seria 2 prezintd un raspuns pozitiv de 1.69 mg/100 ml la dilutia 1/100), iar seria 3 de 1.57
mg/100 ml la dilutia 1/100.

EXEMPLUL 7

Contaminarea microbiana

Se efectueazd conform standardelor prevazute de Farmacopeea Europeand editia 7 (capitolele
2.6.12.2.6.13,5.1.4- preparate orale neapoase)

Limite admise:
TAMC < 103 UFC/g

TYMC < 102UFC/g
E coli- absent: /g

Rezultate:
- pulbere de membrana cochiliera seriile 1,2 si3

TAMC =0 UFC/g
TYMC = 0 UFC/g

E coli- absent: /g
25
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REVENDICARI

Titlul

PRODUCEREA SI UTILIZAREA PULBERII DIN MEMBRANA
COCHILIERA A OULUI HIPERIMUN HPC2

. Prezenta invenfie descrie o metodd de separare, prelucrare si utilizare a membranei

cochiliere obfinutd din oud hiperimune HPC2.

. Revendicarea metodei de la punctual 1 se caracterizeazad prin obfinerea membranei din
oud hiperimune (HPC2), provenind de la géini imunizate cu un amestec de tulpini

bacteriene si fungice inactivate in amestec cu adjuvant QS21.

. Revendicarea metodei de la punctul 1 se referd la faptul ca pulberea obfinutd din
membrana cochilierd contine ingrediente active de mare valoare biologica (colagen, acid

hialuronic, glucozamina, condroidind, ovotransferina, lizozim, ovoalbumind, ovomucina).

. Revendicarea metodei de la punctual 1 se refera la faptul cd pulberea obtinutd din
membrana cochilierd reprezintd componentele active ale produsului ROdia-HPC2
comprimate. Acest produs confine si acid scorbic (Vitamina C), un puternic antioxidant

care grabeste vindecarea plagilor si recuperarea in cazul fracturilor.

. Revendicarea metodei de la punctual 1 se caracterizeaza prin faptul ca, se identifica

colagenul si proteinele specifice din membrana cochiliera.
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