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Rezumat

in ultimele decenii, tehnologia pe baza de anticorpi aviari a castigat tot mai mult teren in domeniul
medical, inlocuind cu succes imunoglobulinele obtinute de la mamifere. Anticorpii Y (IgY) se extrag din
galbenusul oualor hiperimune recoltate de la gaini (Gallus domesticus) imunizate cu diferite antigene si
au aplicabilitate deja dovedita in diferite arii medicale precum fabricarea de kituri de diagnostic si
elaborarea protocoalelor de terapie pasiva a diferitelor afectiuni de natura infectioasa. Este binecunoscut
faptul ca terapia pe baza de imunoglobuline aviare este eficienta in preventia si tratamentul unor afectiuni
bacteriene la om si animale, in special cu localizare gastro-intestinala. in studiul de fata s-au urmarit
obtinerea de imunoglobuline aviare cu activitate antivirala, extractia si purificarea acestora, precum si
formularea unor produse terapeutice in vederea administrarii la pacienti umani cu infectii clinic
simptomatice date de Rotavirus, Virusul Herpes Simplex tip 1, Papilomavirusul uman sau Virusul
varicelo-zosterian. Acestea sunt virusuri inalt patogene, responsabile de numeroase cazuri de
morbiditate si mortalitate, pentru care, in momentul de fata, optiunile terapeutice sunt destul de limitate.

Abstract

In recent decades, avian antibody technology has become more popular in the medical field, successfully
replacing the immunoglobulins obtained from mammals. Y antibodies (IgY) are extracted from the yolk of
hyperimmune eggs harvested from hens (Gallus domesticus) immunized with different antigens and have
an already proven applicability in various medical fields such as the manufacture of diagnostic kits and
the development of passive antibody therapy protocols for various infectious diseases. It is well known
that avian immunoglobulin therapy is effective in the prevention and treatment of bacterial diseases in
humans and animals, especially with gastrointestinal localization. In the present study, the production of
avian immunoglobulins with antiviral activity, their extraction and purification, as well as the formulation
of therapeutic products for administration to human patients exhibiting clinically symptomatic infections
with rotavirus, Herpes simplex virus type 1, human papillomavirus or Varicella zoster virus. These are
highly pathogenic viruses, leading to significant human morbidity and mortality, for which the therapeutic
options are currently quite limited.

Introducere de la mamifere (Guevarra si col., 2012). IgY
este principalul anticorp (Munhoz si col., 2014)

Imunoglobulina Y (lgY) reprezinta

corespondentul functional al imunoglobulinei G sintetizat de catre organismul - reptilelor,
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pasarilor, amfibienilor (Guevarra si col., 2012),
precum si al unor specii de pesti (Munhoz si
col., 2014).

La pasari, aceasta se elibereaza in
circuitul sanguin (Munhoz si col., 2014), de
unde se depoziteaza in galbenusul de ou
pentru a asigura embrionului imunitatea
pasiva.

Este utilizata in diferite arii din domeniul
medical, precum diagnosticul unor afectiuni si
inducerea imunitatii pasive.

Tehnologia IgY prezintd o serie de
avantaje comparativ cu tehnicile de obtinere si

aplicare a IgG de la mamifere, precum costuri

mult mai reduse de obtinere, asigurarea
bunastarii  animalelor utilizate si lipsa
reactivitati  fatd de factorul reumatoid

(Guevarra si col., 2012).

Virusul Herpes simplex tip | (HSV-1)
provoaca infectii cu localizare oro-faciala la
pcienti umani din intreaga lume.

Este un alpha-herpes virus cu
neorotropism si ciclu de replicare rapid. HSV-1
poate fi 0 cauza majora de morbiditate si
virusului  este

mortalitate; raspandirea

intretinuta de existenfa purtatorilor clinic
sanatosi in intreaga lume. Desi principala
manifestare clinica este infectia orofaciala,
HSV-1

cutanate, oculare si o serie de boli rare precum

poate provoca infecti genitale,

encefalitd herpetica sau hepatita herpetica.

Desi 1in ultimele decenii au fost

descoperite si eliberate pe piatd mai multe
substante antivirale cu activitate antiherpetica,

exista totusi riscul dezvoltarii tulpinilor

rezistente la medicamente, iar un vaccin

eficient impotriva acestui virus nu a fost inca

descoperit (Arduino si col., 2008).
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Papilomavirusurile umane (HPV) sunt
intrunite intr-o familie ce cuprinde mai bine de
130 tulpini cu patogenitate la nivel cutanat si
Cele
mucoaselor pot provoca neoplazii cervicale la

mucos. cu localizare la nivelul
femei precum si veruci anogenitale la copii si
adulti de ambele sexe (Mammas si col., 2009).

Infectia cu papilomavirus uman reprezinta
cea mai comuna infectie virald cu transmitere
sexuala la nivel mondial.

Papilomavirusul uman este unul dintre cei
mai puternici carcinogeni, fiind implicat Tn
cancere cu diverse localizari. Acesta
infecteaza exclusiv celulele epiteliale.

Desi exista un vaccin eficient impotriva
principalelor tulpini patogene ce declanseaza
cancerul de col uterin, succesul unei ample
campanii de vaccinare ar fi evident de-abia
peste cateva zeci de ani (Crosbie si col.,

2013).

Virusul varicelo-zosterian, cunoscut si
ca virusul herpes uman de tip 3, infecteaza in
mod natural doar oamenii, avand ca f{inta
limfocitele T, celulele epiteliale si cele gliale.
Infectia primara provoaca varicela (Gershon si
col., 2015), cu replicarea virala in diverse
organe, majoritar la nivel cutanat unde au loc
si manifestarile clinice majore (Baird si col.,
2013). In timpul evolutiei varicelei virusul se
cantoneaza la nivelul glanglionilor neuronali,
unde raméane intr-o stare latenta.

Pe masura ce imunitatea scade odata cu
varsta sau in cazul pacientilor imunosupresati,
virusul se reactiveaza si declanseaza zona
zoster (Gershon si col., 2015). Aceasta se
manifesta prin eruptie cutanata si durere
locala, care deseori se poate croniciza (Baird
si col., 2013).
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Rotavirusul uman este un organism
ubicvitar, responsabil de gastroenterita severa
manifestata prin diaree, voma si deshidratare
in forma grava la copii mai mici de 5 ani
(Tagbo si col., 2014; Ramig, 2004), fiind unul
dintre principalii agenti cauzatori de mortalitate
la pacientii din aceasta categorie de varsta, in
special in tarile in curs de dezvoltare (Diez-
Valcarce si col., 2019).

Se
persoand, in special
(Anderson si Weber, 2004).

Rotavirusul infecteaza in mod preferential

raspandeste de la persoana Ila

pe cale fecalo-orala

enterocitele mature de la nivelul intestinului
subtire superior, insa mecanismul patogenetic
nu este cunoscut cu exactitate (Vega si col.,
2011).

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei
Romvac S.A. se obtin imunoglobuline aviare
cu specificitate pentru o larga paleta de agenti
micotici i

bacterieni, virali, cu

si pe
segmentul medicinei veterinare (Chiurciu si col.,
2017; Topilescu si col., 2014).

infectiosi,

patogenitate atat pentru om, cét

in studiul de fata, utilizand tulpini virale
standard, s-au obtinut imunoglobuline aviare
de tip Y cu specificitate fatd de 4 virusuri
patogene la om. Imunoglobulinele obtinute au
fost utilizate pentru elaborarea de produse
terapeutice in vederea administrarii pe cale

orala, respectiv pentru aplicatii cutanate.

1. Material si metoda

Animalele incluse in studiu

Studiul in  cadrul

Laboratorului

fost realizat
de

Imunoinstant al Companiei Romvac S.A.

a
Cercetare-Dezvoltare
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Toate procedurile au fost conforme cu
Directiva UE 2010/63 privind manipularea
animalelor utilizate in scopuri stiintifice.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de
Etica al Companiei Romvac S.A.

Au fost incluse Tn studiu 4 loturi a cate 10
gaini oautoare (Gallus domesticus), clinic
sanatoase, din rasa Rhode Island, in varsta de
18 saptamani si greutate corporala de 2,5 kg.

Pasarile au fost cazate in sistemul de

crestere in baterii, Tn spatii cu temperatura,

umiditate, zgomot si lumind controlate.
Pasarile au fost hranite cu o dieta
standardizata, ecologica, pe principiul ad

libitum.

Antigenele utilizate

S-au achizifionat tulpini virale standard,
respectiv Virusul Herpes Simplex tip 1 (HSV
1), tulpina Oka vie, atenuatda a Virusului
varicelo-zosterian, Rotavirus si Papilomavirus
uman (HPV) 9-valent - tipurile 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52 si 58.

in cadrul laboratorului de microbiologie,
aceste tulpini fost utilizate

au pentru

prepararea a patru antigene separate.

Imunizarea gainilor si colectarea oualor

Fiecarui lot i s-a administrat cate unul
dintre cele 4 imunogene preparate.

S-au efectuat trei inoculari pe cale
intramusculara cu cate 0.5 ml antigen in doua
puncte separate in musculatura pieptului.

Colectarea oualor s-a realizat incepand cu
a 14-a zi de la cea de-a treia imunizare, cand
titrul anticorpilor din galbenus atinge un nivel
maxim. In plus, se considera momentul optim

de colectare al oualor atunci cand din galbenus
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se pot extrage 100-250 mg IgY/ou.
Ouale colectate sunt pastrate la 2-8 °C.

Elaborarea de produse pe baza de
imunoglobuline Y cu specificitate
antivirala

Quale hiperimune recoltate de la cele 4
loturi de gaini au fost depozitate in conditii de
refrigerare, in functie de cele 4 antigene
folosite la inoculare.

Din cele 4 categorii de oua hiperimune s-
au preparat produse cu valoare terapeutica,
astfel:

e Quale cu IgY anti-HSV-1 au fost utilizate
pentru prepararea a douad categorii de
produse. O parte dintre ele a fost utilizata
pentru extragerea de imunoglobuline prin

lgY

purificat in solutie apoasa, sterila. Solutia

metode fizice, obtinAndu-se inalt
respectiva a fost repartizata in flacoane cu
o compozitie de 80 mL pentru o singura
utilizare zilnica. Pentru obtinerea de
unguent pentru aplicatii locale s-au utilizat
oua integrale (galbenus+albus), din care s-a
obtinut o pulbere liofilizata. Confom unei
retete standardizate Romvac, pulberea a
fost utilizatd pentru prepararea unui
unguent cu aplicare pe leziunile specifice
de la nivel oro-facial.

Ouale cu IgY anti-HPV au fost utilizate
pentru prepararea unei solutii apoase,
sterile cu IgY, similar celei de la punctul
anterior.

Ouale cu IgY anti-Virusul varicelo-zosterian,
au fost utilizate TIn mod similar cu cele cu
IgY anti-HSV-1.

Ouale cu IgY anti-Rotavirus au fost utilizate
pentru prepararea unei

solutii apoase,

sterile cu IgY, similar celor de la punctele
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anterioare. Insa, tinand cont de categoria

de pacienti-tinta pentru care a fost
conceputa, respectiv copii mai mici de 5 ani,
solutia a fost concentrata si repartizata in

flacoane de 2 ml pentru o unica utilizare.

Evaluarea calitativa si cantitativa a
anticorpilor IgY din ouale recoltate si
produsele preparate

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare ouale hiperimune recoltate se

testeaza privind specificitatea
imunoglobulinelor continute fata de antigenele
utilizate pentru imunizare prin testul ELISA
indirect, test conceput in house.

in plus, se determind si concentratia de
ELISA direct,

conceput de asemenea in house.

IgY totalda prin testul test

Pentru produsele obtinute din ouale

hiperimune, se testeaza concentrafia de
imunoglobuline Y totale prin aceeasi tehnica,
respectiv concentratia de proteina totala prin
tehnica Kjeldahl.

Controlul microbiologic urmareste
sterilitatea pentru solutile Tnalt purificate cu
IgY, respectiv contaminarea pentru unguente,
conform  normelor

Farmacopeei Romane,

editia a X-a.

2. Rezultate si discutii

Ouale hiperimune recoltate la 2 saptamani
de la ultima inoculare se testeaza prin testul
ELISA indirect privind specificitatea fata de
tulpinile utilizate la prepararea imunogenelor
(Figura 1).

La citirea spectrofotometrica la DO4sonm S€
obtin valori numerice mari, descrescatoare pe
masura cresterii dilutiilor probei cu IgY testata
pe placa ELISA (Figurile 2, 3, 4, 5).
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Fig. 1. Testarea specificitatii probelor cu IgY extras din
oua hiperimune recoltate de la gaini imunizate cu virus
Herpes simplex tip 1 (1), papilomavirus uman (HPV) 9-
valent (2), virus varicelo-zosterian (V) si rotavirus
uman (R)

35

25

Do 450 nm
~

15 .
——IgY anti-Papilloma

Virus (HPV) 9

05

1:100 1:200 1:400 1:800 1:1500 1:3200 1:5400 1:12800
Dilutll serlale proba IgY

Fig. 2. Evolutia valorilor numerice la DOassonm in functie
de dilutiile probei cu IgY anti-Papilomavirus, testata
calitativ prin metoda ELISA direct
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Fig. 3. Evolutia valorilor numerice la DOa4sonm Tn functie
de dilutiile probei cu IgY anti-Herpes Virus tip 1 testata
calitativ prin metoda ELISA direct
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Fig. 4. Evolutia valorilor numerice la DOusonm Tn functie
de dilutjiile probei cu IgY anti-Rotavirus testata calitativ
prin metoda ELISA direct
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Fig. 5. Evolutia valorilor numerice la DO4sonm Tn functie
de dilutiile probei cu IgY anti-Virusul varicelo-zosterian
testata calitativ prin metoda ELISA direct

S-au preparat produse terapeutice,
contindnd imunoglobulinda Y purificatd sub
forma de solutii apoase, sterile, in vederea
administrarii pe cale orala, respectiv unguente
pe baza de ou integral (galbenus+albus)
liofilizat in vederea aplicarii locale, in jurul
leziunilor.

Produsele sub forma de solutie sterila s-
ELISA direct pentru

determinarea concentratiei in 1gY, respectiv

au testat prin testul
prin tehnica Kjeldahl pentru determinarea
concentratiei in proteina totala.

Valorile obtinute pentru IgY sunt cuprinse
intre 57,12mg/100 mL — 540,20 mg/100mL si
se incadreaza in intervalul de referinta de 50 -
250 mg IgY/100 ml (Figura 6).

Valorile proteinei totale a fost cuprinse
intre 222,27 — 466,84 mg/100 ml, cu incadrare
in intervalul de referinta 200 - 500 mg/mL,
conform normelor interne (Figura 7).

Produsele sub forma de unguente s-au
ELISA direct
determinarea concentratiei in IgY.

testat prin testul pentru

Valorile obtinute pentru IgY sunt cuprinse
intre 122,23 mg/100 g — 235,79 mg/100g si se
incadreaza in intervalul de referinta de 50 -

250 mg IgY/100 g.
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Fig. 6. Variatia concentratiei de IgY totala din produsele obtinute
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Fig. 7. Variatia concentratiei de proteina totala din produsele pe baza de IgY

3. Concluzii

S-au preparat antigene monovalente
utilizand tulpini virale standard, cu care s-au
imunizat 4 loturi de gaini ouatoare.

Din oudle hiperimune recoltate, s-au izolat
si purificat proteine imunologic active din
galbenus (imunoglobulina Y), pe baza carora
s-au preparat produse sub forma de solutii
apoase, sterile pentru administrare pe cale
orala. in plus, din ousle cu IgY specific, anti-
Herpes Simplex tip |, respectiv anti-Virusul
Varicelo-Zosterian, s-au preparat unguente
pentru aplicatii locale.

Produsele terapeutice s-au administrat pe
loturi de pacienti umani. Evolutia clinica a
acestora a fost una favorabila.

Urmeaza a fi elaborate studii pentru a

identifica impactul imunoglobulinelor specifice

anti-virale asupra organismului pacientului luat
in studiu, respectiv evolutia histo-patologica a
leziunilor si modificarile la nivel celular si

umoral din intimitatea sistemului imunitar.
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