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Rezumat

Imunoglobulinele Y (IgY) reprezinta principalul anticorp sintetizat de catre organismul pasarilor, reptilelor,
amfibienilor si unor specii de pesti. in ultimele decenii, IgY se bucura de o atentie tot mai mare din partea
specialistilor din domeniul medical. Acesta prezinta o serie de diferente structurale fata de IgG de la
mamifere si multiple beneficii comparativ cu anticorpii mamiferi. IgY prezinta aplicabilitate in
diagnosticul, preventia si terapia unor afectiuni de natura infectioasa date de bacterii, fungi sau virusuri
patogene. Studiul de fata a avut ca scop evaluarea titrului de anticorpi specifici fata de 18 antigene pe o
perioada de 13 luni. Pe intreaga perioada a experimentului s-au efectuat testari de tip ELISA pentru

ului extras fata de fiecare antigen in parte.
Abstract

Immunoglobulins Y (IgY) are the main antibody synthesized by the body of birds, reptiles, amphibians
and some fish species. In the last decades, IgY has been receiving a growing attention from medical
specialists. It presents a number of structural differences from mammalian IgG and multiple benefits
compared to mammalian antibodies. IgY can be applicable in the diagnosis, prevention and therapy of
infectious diseases of pathogenic bacteria, fungi or viruses. This study aimed to evaluate the specific
antibody titre against 18 antigens for a period of 13 months. Throughout the experiment, ELISA assays
were performed to determine the total immunoglobulin concentration in the obtained hyperimmune eggs
and the specificity of the extracted IgG to each antigen.

Introducere (Young, 2007).

Imunoglobulina Y (IgY) este principalul IgY reprezintd stramosul evolutiv al 1gG

anticorp sintetizat de citre gaina ouatoare Sintetizat de catre mamifere si reprezintd

(Gallus domesticus). Este sintetizata in mod principalul mecanism de aparare impotriva

continuu, secretatd in sange si transferata in  nfectiilor sistemice (de Paula, 2011).

galbenusul de ou, unde se acumuleaza Spre deosebire de nou-nascuii de la

mamifere, care dupa nastere beneficiaza de
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anticorpii materni din colostru, la gaini, toate
imunoglobulinele materne care trebuie sa
protejeze puii nou-eclozati sunt incorporate in
ou n timpul ovogenezei. Transferul IgY de la
gaina la pui se desfasoara in doua etape; initial
se transfera IgY din sangele gainii in foliculul
ovarian (galbenusul de ou) si apoi catre
embrion (Hamal, 2006).

Productia de IgY este o alternativa non-
invaziva a metodelor curente si prezinta
urmatoarele avantaje: intretinerea gainilor este
accessibila, animalele sunt usor de manevrat,
obtinerea anticorpilor nu necesita sangerari
repetate si nu cauzeaza durere animalelor in
cauza. In plus, titrul 1gY din galbenusul oudlor
provenite de la gaini imunizate ramane ridicat
o lunga perioada de timp (Carlander D., 2000).

intr-un  singur galbenus de ou se
regaseste o cantitate mai mare de anticorpi
comparativ. cu media izolatda din séangele
iepurilor imunizati (Tini, 2002; Kovacs-Nolan,
2005).

Un avantaj suplimentar a utilizarii IgY
include obtinerea unei reactii imunitare mai
eficiente fatd de antigenele de mamifere
datorita distantei filogenetice dintre gaini si
mamifere (Schade si col., 2005).

Pentru a obtine

anticorpi  IgY

specificitate fatd de un antigen de interes,

cu

gainile ouatoare sunt inoculate cu antigenul
respectiv; apoi, anticorpii sunt purificati din
oudle recoltate. Aceasta metoda non-invaziva
de obtinere de anticorpi reprezinta unul dintre
avantajele utilizarii 1gY in imunodiagnostic
(Kovacs-Nolan, 2012, Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).

Galbenusul de ou contine 8-10 mg

lgY/mL si dintr-un singur ou se pot extrage
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aproximativ 100-200 mg de IgY total, din care

2-10% este antigen-specific (Davison, 2008).
Anticorpi aviari cu specificitate au fost

sintetizati cu succes

impotriva unei largi

varietati de antigene, precum proteine, peptide,

2006; Spillner E., 2012; Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).

1. Material si metoda

Animalele incluse in studiu

A

Studiul in

Departamentului

fost realizat cadrul
de

Imunoinstant al Companiei Romvac S.A.

a
Cercetare-Dezvoltare
Toate procedurile au fost efectuate
conform cu Directiva 63/2010 a UE referitoare
la manipularea animalelor utilizate in scop
stiintific. Studiul a fost aprobat de Comitetul
etic al Romvac Company S.A.

Pentru obtinerea de imunoglobuline Y
specifice, au fost incluse in studiu gaini
(Gallus

sanatoase, in varsta de 19 saptamani, cu

ouatoare domesticus), clinic
greutatea corporala de 2,5 kg.

Acestea au fost gazduite in sistem de
crestere in baterii, Tn hale cu parametrii de
temperaturd, umiditate, luminozitate si zgomot
controlati. Pasarile au fost hranite cu dieta

standard,ad libitum.

Antigenele utilizate in prepararea
inoculului

Tulpinile microbiene utilizate in studiu au

fost achizitionate fie de la laboratoarele

microbiologice ale spitalelor cu care

Departamentul colaboreaza, fie izolate de la
pacientii umani tratati in cadrul Cabinetului de
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Medicina Complementara Imunoinstant.

S-a preparat un inocul multiplu pe baza
urmatoarelor 18 tulpini bacteriene si micotice:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Salmonella spp.,

Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Streptococcus mutans,
Streptococcus  Grup B,  Acinetobacter

baumannii, Clostridium difficile-corpi bacterieni,
Clostridium difficile-anatoxina, Proteus
pylori,  Candida

albicans, Candida krusei, Candida glabrata.

mirabilis, Helicobacter

Inocularea pasarilor

Gainile au fost inoculate de 3 ori,
intramuscular, in 2 puncte diferite la nivelul
musculaturii pieptului (0,5 ml in fiecare punct).
Inocularile de rapel s-au efectuat la 14 zile,
respectiv 28 de zile de la inocularea initiala.
Colectarea oualor hiperimune a fost
realizata zilnic, incepand cu a 14-a zi de la
ultima inoculare. Acestea s-au depozitat la 2-
8'C. Pentru testari comparative au fost utilizate
gaini SPF in varstda de 20 de saptamani,

gazduite Tn izolatoare, in hale proprii.

Extractia IgY

Pentru extractia imunoglobulinei Y a fost
S-a

separat galbenusul de albus, s-a prelevat cate

aplicata o procedura fizico-chimica.
1 ml galbenus care a fost apoi diluat cu apa
MilliQ, in dilutie de 1:8.

Amestecul a fost omogenizat, iar apoi a
fost ajustat pH-ul la 4,5-5. Probele au fost
incubate timp de 24 h la temperatura de -20C.
fost

Dupa decongelare, probele au

centrifugate la 10500 rpm si 4°C.timp de 20 de
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minute. Au fost extrase probe din supernatant
care au fost filtrate prin filtre de 0,45 pm. Pana
la testare probele au fost pastrate la 2-8 C.

Testarea calitativa si cantitativa a
imunoglobulinelor Y

Au fost efectuate teste ELISA, metodele
calitativd si cantitativa, pentru identificarea si
cuantificarea imunoglobulinelor Y din ouale
hiperimune.

Testarile s-au facut la interval de 30 de
zile, pe o perioada de 13luni, incepand cu a
14-a zi de la ultima inoculare.

Determinarea calitativa a
imunoglobulinelor Y continute de catre ouale
hiperimune fatd de antigenele inoculate a fost
efectuata prin testul ELISA indirectd, metoda
elaborate in house.

Determinarea cantitativda a continutului
global de imunoglobuline Y a fost realizata prin
in

testul ELISA directd, metoda elaborate

house.

2. Rezultate si discutii

Testarea concentratiei in IgY total prin
metoda ELISA directa

Pentru probele cu IgY exirasa din ouale

hiperimune, au fost obtinute valori ale
densitatilor optice (DOa4s0), care au variat intre
2.000 si 3.000.

Aceste valori au fost utilizate pentru
calculul concentratiei in imunoglobuline totale
utilizand o ecuatie a dreptei (Figura 1), obtinuta
pe baza unui IgY standard.

S-au obtinut concentratii variind intre 250
si 400 mg IgY total/ou hiperimun.

in mod comparativ, au fost efectuate

determinari ale concentratiei in IgY si pentru
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oua SPF pentru care s-au obtinut valori de
100-150 mg IgY/ou.
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Fig. 1. Curba de calibrare efectuata utilizand IgY
standard pentru calculul concentratiei de IgY din ouale
hiperimune

Testarea specficitatii imunoglobulinelor
din ouale hiperimune prin metoda ELISA
indirecta

Rezultatele obtinute prin testul ELISA au

permis confirmarea prezentei
imunoglobulinelor specific in ouale hiperimune
recoltate pe parcusul celor 13 luni de
experiment. Ouale hiperimune recoltate au
prezentat un continut in imunoglobuline cu
specificitate fata de toate cele 18 antigene
utilizate in prepararea inoculului.

In Figura 2 se evidentiaza faptul ca IgY
prezinta specificitate pentru 4 dintre antigenele
utilizate la imunizarea gainilor:

e Pseudomonas aeruginosa,
e Staphylococcus aureus,
e Klebsiella pneumoniae,
e Escherichia coli.
Titrul

pentru fiecare antigen in parte, evidentiind

anticorpilor specifici este ridicat

astfel faptul ca sistemul imunitar al gainilor

inoculate a raspuns fatd de toti stimuli
antigenici inoculati.

Pentru confirmarea rezultatelor s-a folosit

provenind de la gaini SPF.
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ca martor negativ de reactive IgY izolat din oua

)10 11 12

Fig. 2. Test ELISA calitativ pentru stabilirea
specificitatii anticorpilor fatd de 4 antigene componente
ale inoculului multiplu (Pseudomonas aeruginosa —
stripurile 1-3, Staphylococcus aureus — stripurile 4-6,
Klebsiella pneumoniae — stripurile 7-9, Escherichia coli
— stripurile 10-12)

Pentru determinarea specificitatii
anticorpilor IgY au fost efectuate dilutii pornind
de la 1:100 la 1:64000 care au fost repartizate
in placi ELISA captusite cu antigene specifice
(Figura 2).

Rezultatele obtinute pe parcursul celor 13
luni de testare sunt evidentiate in Figurie 3-6.
in primele 8 luni de testare se constata variatii
mari ale valorilor obtinute pentru toate cele 4

antigene.
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Fig. 3. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOusonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouale hiperimune fata de tulpina Pseudomonas
aeruginosa introdusa in inoculul multiplu

in urma inregistrarilor DOgsonm Obtinute
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prin testarea specifica a anticorpilor IgY anti-
Pseudomonas aeruginosa se constata ca
valorile acestora cresc aproape constant in
ultimele 5 luni de testare, cu o usoara scadere
luna.

in ultima Rezultatele obtinute sunt

prezentate in Figura 3.

3.5

DO 450 nm

2.5

1.5
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Fig. 4. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din oudle hiperimune fata de tulpina Staphylococcus
aureus introdusa n inoculul multiplu

In Figura 4 sunt prezentate valorile
obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras
din de

Staphylococcus aureus. in ultimele 4 luni de

ouale recoltate fata antigenul
testare se remarca o crestere a valorilor cu
usoara scadere in ce-a de-a 13-a luna.

Pe intreaga perioada de testare valorile

numerice Tnregistrate sunt mai mari de 1.000.
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Fig. 5. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouale hiperimune fata de tulpina Klebsiella
pneumoniae introdusa in inoculul multiplu
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in Figura 5 sunt prezentate valorile
obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras
din ouale recoltate fata de antigenul Klebsiella
pneumoniae.

Evolutia acestora este asemanatoare cu
testarilor fatd de antigenul

cea in cazul

Staphylococcus aureus.
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Fig. 6. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouadle hiperimune fata de tulpina Escherichia coli
introdusa Tn inoculul multiplu

In Figura 6 sunt prezentate valorile
obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras
din de

Escherichia coli.

ouale recoltate fata antigenul
Pentru ultimele 5 luni de testare, evolutia
este asemanatoare cu cea in cazul testarilor

fata de antigenul Pseudomonas aeruginosa.

3. Concluzii

e Studiul a permis obtinerea de anticorpi
specifici (IgY) din galbenus de ou hiperimun
fatad de toate cele 18 antigene bacteriene si
fungice utilizate la imunizarea gainilor:

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

Klebsiella

Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

aureus, pneumoniae,

Salmonella spp., Salmonella enteritidis,
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Salmonella  typhimurium,  Streptococcus
gup B,

Clostridium

mutans, Streptococcus
Acinetobacter
difficile
difficile -
Helicobacter

baumannii,

corpi  bacterieni, Clostridium

anatoxina, Proteus mirabilis,

pylori,
Candida krusei, Candida glabrata.

Candida albicans,

Testarile effectuate prin metoda ELISA au
demonstrate specificitatea anticorpilor IgY
fatd de antigenele utilizate la imunizarea
gainilor.

in urma determinarilor effectuate prin testul
ELISA, se constata ca titrul anticorpilor
(IgY) se mentine ridicat pe toata perioada
experimentului.
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