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Rezumat

Infectiile cauzate de agenti microbieni multidrog-rezistenti complica deseori abordarea terapeutica a
pacientilor cu afectiuni primare grave, precum neoplasme, insuficiente de organ sau boli cronice.
Stafilococul auriu meticilino-rezistent (MRSA) reprezinta una dintre principalele bacterii nosocomiale cu
raspandire globala pentru care in momentul de fata se fac eforturi importante in elaborarea de noi optiuni
terapeutice. Imunoglobulina aviara (IgY) este utilizata in diverse domenii ale medicinei umane si
veterinare, avand actiune dovedita impotriva unei game largi de infectii microbiene (bacteriene, micotice,
respectiv virale). in studiul de fati, IgY a fost administrati cu succes la un pacient cu neoplasm
supraienfectat cu MRSA, fiind incorporata in produse terapeutice pentru administrare pe cale generala si
pentru aplicatii locale.

Abstract

Infections caused by multidrug-resistant microbial agents often complicate the treatment of patients with
severe primary conditions such as neoplasms, organ failure or chronic diseases. The methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main global-spread nosocomial bacteria for which
significant efforts are currently being made to develop new therapeutic options. Avian immunoglobulin
(IgY) is used in various fields of human and veterinary medicine, with proven action against a wide range
of microbial infections (bacterial, fungal and viral). In this study, IgY was successfully administered to a
patient with MRSA-overloaded neoplasm, being incorporated into therapeutic products for general
administration and local applications.

Introducere (purificarea anticorpilor din serul mamifer este

. . scazuta, laborioasa si costisitoare, stres
Imunoglobulinele Y (IgY) reprezinta o ) o
L , ] ) crescut pentru animalele implicate), aceasta a
alternativd la imunoglobulinele mamifere; . . ]
, . fost tot mai mult inlocuita cu tehnologia bazata
acestea sunt aplicate cu succes in scop QY
e lgY.
stiintific, de diagnostic, profilactic si terapeutic. ped o o .
. A . . , . Un avantaj major al utilizarii pasarilor este
Intrucat tehnologia bazatd pe anticorpi ) . ]
o L i . faptul ca imunoglobulinele aviare se recolteaza
mamiferi prezintd o serie de dezavantaje . .
direct din galbenusul de ou in loc de ser,
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evitand astfel recoltarea de sange. Astazi,
gainile sunt recunoscute ca sursa convenabila
si ieftina de anticorpi. S-a raportat ca dintr-un
ou hiperimun se obtine o cantitate de
imunoglobulina similara cu cea care poate fi
obtinutda din 300 ml de sange de iepure
(Michael si col., 2010).
Utilizata ca alternativa
IgY

antimicrobiana si nu prezinta remanentd la

la terapia cu

antibiotice, nu induce rezistenta
nivelul organismului tratat (Chiurciu si col.,
2017). Pe mapamond, carcinomul scuamos
localizat la nivelul capului si gatului reprezinta
a 8-a cea mai frecventd malignitate, fiind
raportate aproximativ 500.000 de cazuri noi in
fiecare an. Aceste tumori prezinta aspecte
clinice variate, managementul lor implicand
interventie  chirurgicald, radioterapie sau
chimioterapie, individuale sau in combinatie (Li
si col., 2003).

Staphylococcus aureus se localizeaza in
mod frecvent la nivel cutanat si intranazal
(Guimaraes si col., 2009).

Si
natural

Oamenii animalele reprezinta un

rezervor pentru stafilococi, inclusiv
Staphylococcus aureus.
Astfel,

mult mai frecventa decat infectia. Transmiterea

colonizarea asimptomatica este

stafilococilor are loc prin contact direct cu
purtatorul, iar colonizarea poate fi tranzitorie
sau persistenta (Chambers, 2001).

Staphylococcus aureus cuprinde o paleta
larga de tulpini cu patogenitate variabila
(Tobias si col., 2012).

Stafilococii sunt in mod firesc sensibili la
majoritatea antibioticelor (Guimaraes si col.,
2009),
antimicrobienelor a dus

insa, utilizarea excesiva a

la dezvoltarea de
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tulpini multi-drog rezistente.

Atunci cand se raporteaza infectii cu
Staphylococcus aureus meticilino-rezistent
(MRSA), o investigatie aprofundatd dezvaluie
de cele mai multe ori o spitalizare recenta,
contactul cu o persoana care a fost spitalizata
sau o terapie recentd cu antimicrobiene
(Chambers, 2001).

Astfel,
intreaga lume, devenind unul dintre principalii

de

MRSA s-a raspandit masiv in

agenti  patogeni  cauzatori infectii

nosocomiale. Intrucat creeaza probleme
importante in domeniul medical, dar si in
cadrul comunitatilor fara legatura aparenta cu
spitalizarea, diagnosticul sdu cat mai rapid si
aplicarea unei terapii eficiente au devenit
obiective prioritare pentru combaterea sa
(Yamada si col., 2013; Klevens si col, 2007).
Intrucat antibioticele au un spectru de
actiune tot mai redus, se studiaza abordarea
unor variante alternative. Imunizarea pasiva a
de cu MRSA
imunoglobuline aviare (IgY)

specificitate fata de acest patogen pare a fi o

pacientilor suferinzi infectii

utilizand cu
optiune tot mai abordabila in viitorul apropiat.

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei
Romvac S.A. se obtin imunoglobuline aviare
cu specificitate pentru numerosi agenti
infectiosi, respectiv bacterieni, micotici si virali,
cu patogenitate atat pentru om, cat si pentru
diverse specii animale (Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).

In studiul de fat4, utilizand oul hiperimun si
produse derivate din acesta, s-a elaborat un
protocol pentru terapia complementara a unui
pacient cu carcinom scuamos infectat cu

MRSA.
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1. Materiale si metode

Oul hiperimun si produsele derivate
din acesta

Toate procedurile aplicate in cadrul
Departamentului sunt conforme cu Directiva
UE 2010/63 privind manipularea animalelor
utilizate in scopuri stiintifice.

Toate studiile efectuate sunt aprobate in
prealabil de catre Comitetul de Etica al
Companiei Romvac S.A.

In cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei Romvac
S.A., se obtin oua hiperimune si produse
derivate din acesta, utilizate la pacienti umani,
cét si din spectrul medicinei veterinare.

Produsele adresate pacientilor umani sunt
atadt pentru administrare pe cale generala
(notificate ca suplimente alimentare), cat si
pentru aplicatii topice (notificate ca produse
dermato-cosmetice).

Pentru obtinerea oului hiperimun sunt
utilizate gaini oautoare (Gallus domesticus),
clinic sadnatoase, din rasa Rhode lIsland, in
varsta de 18-19 saptamani si greutate
corporala de aproximativ 2,6 kg.

Pasarile sunt cazate in sistem de crestere
in baterii, in hale cu factori de microclimat
controlati. Pasarile sunt hranite cu o dieta
standardizata, ad

ecologica, pe principiul

libitum.
Antigenele utilizate

Pentru imunizarea gainilor ouatoare se

utilizeaza un inocul preparat din 18 tulpini

patogene, bacteriene si micotice:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Salmonella spp., Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Streptococcus

mutans, Streptococcus grup B, Proteus
mirabilis, Acinetobacter baumannii, Clostridium
Clostridium difficile-

pylori,  Candida

albicans, Candida glabrata, Candida krusei.

difficile-corpi bacterieni,

anatoxina,  Helicobacter

Imunizarea gainilor si colectarea oualor

Dupa prepararea inoculului, acesta se
administreaza intramuscular gainilor ouatoare
conform unei scheme de imunizare: ftrei
inoculari cu cate 0.5 ml antigen in doua puncte
separate in musculatura pieptului.

Colectarea oualor se efectueaza incepand
cu a 14-a zi de la cea de-a treia imunizare,
cand titrul anticorpilor din galbenus atinge un
nivel maxim, iar concentrafia acestora se
incadreaza intre 100-250 mg IgY / ou.

Ouale colectate se pastreaza la 2-8 °C.

Elaborarea de produse pe baza de
imunoglobuline Y polispecifice

Din ouale hiperimune se prepara o gama
larga de produse de uz uman, care cuprinde
solutii buvabile poli- si monovalente, pulberi
liofilizate, spray-uri, solufii pentru aerosoli,

comprimate, geluri, creme, suspensii,

sampoane. Alte categorii de produse sunt in
curs de cercetare.

Testarea calitativa si cantitativa
a imunoglobulinelor Y din oua
si produsele derivate

Quale hiperimune recoltate se testeaza

pentru specificitatea imunoglobulinelor

continute fatd de antigenele inoculate, prin
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testul ELISA in house, metoda indirecta.
Pentru produsele derivate, se testeaza
concentratia totald de imunoglobuline Y prin
testul ELISA in house, metoda directa.
Controlul microbiologic urmareste
IgY,

respectiv contaminarea microbiologica pentru

sterilitatea pentru solutia buvabila cu

pulberea liofilizata, spray si crema, conform
normelor Farmacopeei Romane, editia a X-a.

Pacientul inclus in studiu

Pacientul M.B., in varsta de 39 ani, sex

masculin, sufera de carcinom scuamos
pelvilingual drept, primele semne clinice fiind
observate in ianuarie 2018.

Anterior consultului in cadrul Cabinetului
de Medicina Complementara Imunoinstant,
acesta a fost internat de doua ori.

In cadrul primei internéri, survenits la scurt
timp dupa observarea neoplasmului de catre
pacient, acesta a suferit o interventie
chirurgicala la nivelul respectiv, radioterapie si
chimioterapie.

In mai 2018, pacientul a fost reinternat
la solide,

acuzand disfagie aparitia unei

formatiuni tumorale retroauriculare drepte
ulcerate, supurate si a unei formatiuni tumorale
cervicale anterioare, ambele vechi de
aproximativ 1 luna si cu agravare progresiva.
Consultul clinic a relevat cicatrici latero-
cervicale bilaterale postoperatorii, o formatiune
tumorala retroauriculara dreapta supurata,
ulcerata, extinsa latero-cervical si parotidian

1),

cervicala anterioara cu zone de supuratie, de

drept (Figura o formatiune tumorala

consistenta semidura, fixata la planurile
profunde, dureroasa spontan si la palpare, cu

fenomene inflamatorii supraadaugate, status
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post pelviglosectomie dreapta, vestibul nazal
liber, fose nazale libere, cavum liber, coroana
laringiand de aspect normal, corzi vocale

mobile si spatiu glotic suficient.

Fig. 1. Formatiune tumorala retroauriculara dreapta
supurata, ulcerata, extinsa latero-cervical si parotidian
drept

Ce-a de-a doua internare s-a desfasurat
pe parcursul a 5 luni.

In septembrie 2018, a fost efectuat un
examen la nivel

radiologic pulmonar,

concluziile acestuia fiind: fara imagini nodulare

sugestive pentru  determinari  secundare
pulmonare vizibile radiografic, cord cu
dimensiuni in limite normale.

Analizele de laborator efectuate in

aceeasi luna au relevat urmatoarele modificari

patologice:
e HCT N (34.1%);

HGB N (11.2 g/dl);

RBC N (3.97 x 10%/l);

Neutrofile 2 (8.31 x 10%/ul);

Limfocite N (1.14x10%/ul);

PLT 2 (446 x 10%/pl);

VSH 2 (111 mm/ora);

Fibrinogen 2 (750 mg/dl);

Sodiu 2 (146.4 mmol/l).

In septembrie 2018, pacientul a suferit
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urmatoarele proceduri medicale:
e Incizie si drenaj formatiune tumorala
cervicala anterioara;
e Traheotomie;
e Ancorare trahee la piele;

e Montare canula cu balonas.

S-a efectuat un examen bacteriologic din
tumora ulcerata, in urma caruia s-a identificat
infectia cu Staphylococcus aureus.

Evolutia postoperatorie este favorabila
se decide externarea

sub tratament si

pacientului in luna septembrie 2018, cu
urmatoarele recomandari:
e Regim

igieno-dietetic, respectiv

schimbarea  canulei o data/z,
schimbarea si spalarea mandrenului de
5x/zi;

e Continuarea tratamentului oncologic.

Terapia cu imunoglobuline aviare

in  octombrie 2018, este

consultat in cadrul Cabinetului de Medicina

pacientul

Complementara Imunoinstant.

La momentul respectiv, tumora

retroauriculara dreapta ulcerata supura si nu

prezenta tendinta de vindecare, in ciuda
terapiei cu antibiotice prescrisa la data
externarii.

Se recolteaza probe din secretia
purulenta, in vederea identificarii agentilor

patogeni care impiedica vindecarea leziunii.
Este
meticilino-rezistent (MRSA).

identificat Staphylococcus aureus

in continuare, se efectueaza testari ELISA

in vederea stabilirii specificitatji

imunoglobulinelor continute de produsele

derivate din oul hiperimun fata de tulpina
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bacteriana identificata (Figura 2).

1 2 3 4 5 6

Fig. 2. Testarea specificitatii imunoglobulinei Y
continute de catre pulberea liofilizata (stripurile 1-3) si
solutia buvabila sterila (stripurile 4-6) administrate la

pacient, fata de stafilococul identificat in plaga

Medicul
protocol terapeutic:

terapeut stabileste urmatorul
Pentru administrare orala:

e Pulbere liofilizatad obtinuta din ou hiperimun
integral, cu un continut de 100 mg IgY /
doza, 2 doze / zi, administrate dimineata,
dupa micul-dejun, timp de 4 luni. Dupa
ingerarea produsului, pacientul nu mai
consuma nimic timp de 2 ore.

e IgY purificat, extract apos, 80 mL solutie
sterila cu un continut total de 150 mg IgY,
un flacon administrat seara, finainte de
culcare, timp de 4 luni. Dupa ingerarea
solutiei buvabile, pacientul nu consuma
nimic pana dimineata.

e local: spray cu IgY purificat, extract apos,
steril; pulverizari de 3 ori/zi, timp de 4 luni.
Se aplica dupa toaleta locald. Zona nu se
sterge (se asteapta uscarea).

e Dupa aplicarea spray-ului, se aplica o

crema pe baza de membrana cochiliera

obtinuta din ou hiperimun, cu rol cicatrizant.

2. Rezultate si discutii

Pacientul a respectat intocmai protocolul
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terapeutic stabilit de catre medic.

Acesta nu a semnalat efecte adverse in
urma administrarii produselor pe baza de
imunoglobuline aviare.

Terapia cu IgY a fost complementara
tratamentului oncologic, nu a interferat cu
acesta, ci, dimpotriva, a constituit un suport
imunitar. Pacientul a resimtit amelioarea
efectelor secundare tratamentului oncologic.

In februarie 2019, plaga este complet

vindecata (Figura 3).

Fig. 3. Pacientul vindecat clinic dupa 4 luni de terapie
complementara cu imunoglobulina aviara
(ianuarie 2019)

Pacientul efectueaza o examinare
computer-tomografica (CT), in urma careia
sunt identificate urmatoarele aspecte: regresie
dimensionala certa a maselor tumorale
cervicale, cu mentinerea unor leziuni nodulare
supratrahostoma dreapta, respectiv cu aspect
infiltrativ supraclavicular drept; mici adenopatii
cervicale bilaterale si mediastinale cu aspect
global stabil dimensional si numeric comparativ
cu examinarile precedente; fara determinari
secundare nodulare pulmonare bilaterale certe

decelabile CT; in rest, examinarea CT nu a
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prezentat particularitati notabile.
Pacientul repeta analizele microbiologice.
Se recolteaza cruste din aria cutanata
unde anterior a fost localizata tumora ulcerata.
Rezultatul este negativ pentru flora microbiana
patogena.

3. Concluzii

Terapia cu imunoglobuline aviare (IgY)
reprezintd o alternativa eficientd si sigura a
tratamentului clasic cu substante
antimicrobiene de sinteza, mai ales in cazul
tulpinilor  rezistente la moleculele deja
consacrate, precum si in cazul pacientilor cu
diverse afectiuni (neoplasm, leziuni extinse
post-traumatice, insuficienta de organ, alte boli
cronice) complicate de infecti bacteriene
si/sau micotice.

Terapia cu IgY nu prezinta efecte adverse,
insa are o singura contraindicatie, aceea ca nu
se administreaza pacientilor cu alergie
cunoscuta la ou.

in cazul de fata, imunoglobulinele aviare
imunitar, ameliorand

au constituit suport

efectele adverse cauzate de tratamentul
oncologic.

in plus, infectia cu MRSA a fost vindecata,
fapt confirmat de analizele microbiologice

efectuate dupa incheierea terapiei.
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