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INTRODUCERE In cazul infectiilor bacteriene cu germeni rezistenti la antibiotice, utilizarea unui tratament rapid si eficient a

devenit un proces in continua cercetare si dezvoltare. Aparitia tulpinilor bacteriene si virale din ce in ce mai
rezistente si mai agresive a dus la indreptarea cercetarilor spre un produs eficient si ieftin, spre deosebire de utilizarea in
tratamentul acestor infectii a anticorpilor monoclonali care se obtin cu costuri ridicate. De aceea, in ultimii ani, atentia a fost
indreptata catre anticorpii de tip Ig Y, produsi de catre speciile de pasari, amfibieni si reptile, cu functie similara
imunoglobulinelor Ig G de la mamifere. Imunizarea pasiva cu lg Y la pacienti, in special la cei cuimunosupresie, duce launraspuns
imun activrapid, urmat de eliminarea agentului infectios.

1. Imunizarea pasarilor cu antigenele Salmonella sp., Salmonellaﬁ.enteriﬁdfs, Salmonella
MATERIALE S| METODE P 5 P
: thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa. 5N ’v,v \

2. Purificarea anticorpilorde tiplg Y dmfgal,benuwl oualor proven?l;e de la gainile muﬁuate
specific prin precipitare fractlonata cu sulfat de amoniu 31% saturatie si 12% polletllen gl?cbl; \_ﬁ{\ ,{ fﬁ.-*
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Fig. 1. Cromatogramele extractului de Ig Y izolat din galbenusul oualor - odel linie celulars in celule MDCK
P g : : rale HIN1 vimaneatecy v le celulara | o o tectie 100% fatd de
de gdini imunizate specific comparativ cu un extract proteic standard. Tulpini vi 2 virus integral inactivat | de soareci BALB/c si . y
A — Extract Ig Y specific de concentratie 1 mg/ml PO N4 HIN1, H3N2, H5N1 linie celulard de iltg:lzl:m:ﬁrutrmﬂe
B — Extract proteic standard pentru identificarea maselor moleculare. soareci C.B-17 Rico/8/34 HIN1
Sistemul cromatografic a fost format din: faza stationara - coloana Enrich SEC 650, Cin Gaini SPF imunizate cu | o Neutralizarea virusului
faza mobila — tampon fosfat salin, viteza de curgere - 0,8 ml/min, lungimea de unda - 280 nm virus SARS inactivat SLE in celule MDCK
BRSV - inrudit cu Gaini imunizate cu iL;"ﬁ‘e “Et';i’i:f?: -
CO N c LUZI I virusul sincitial uman | virus BRSV virus A51908 ng

. o . & - . . Tabel 1. Principalele modele experimentale de studiu in vivo si in vitro,
* Existenta crescuta a tulpinilor virale care provoaca infectii utilizdnd Ig Y anti viral (Ig Y — imunoglobulina Y,

pandemice a dus la orientarea catre noi tipuri de tratament, inclusiv SARS - sindrom respirator sever acut; SPF — liber de patogeni specifici;

BRSV - virus sincitial respirator bovin)

la utilizarea imunizarii pasive cuimunoglobulinede tipIgY.

e Imunoglobulinele de gaina Ig Y prezinta o buna monoclonalitate, o
fiind, astfel, mai specifice si cu afinitate mai mare decat BIBLIOGRAFIE SELECTIVA
1. Corti D, Passini N, Lanzavecchia A and Zambon M: Rapid generation of a human monoclonal antibody to combat Middle East respiratary syndrome. | Infect Publie

imunoglobulinele de tip Ig G obtinute prin imunizarea mamiferelor.
. - . . . - . . - Health 9: 231-235, 2016. 2, Graharn BS and Ambrosing DM History of passive antibody administration for prevention and treatment of infeéctious diseases, Curr
® com pa ratlv cu lmunogIObUIlnele de tlp G, Dbtlne rea prln Inglnerle Opin HIV AIDS 10: 129-134, 2015, 3. 5hen C, Wang Z, Zhao F, Yang ¥, Li J, Yuan J, WangF, Li D, Yang M, Xing L, et al: Treatment of § critically ill patients with COVID-19

with copvalescent plasma, JANA: Mar 27, 2020 {Epub shead of print). 4, Ancuczanu R and Neagu M: Immune based therapy for melanama, Indian | Med fes 143;

& _ - = - - h— - 135-144, 2016 5, Casadevall A, Dadachova E and Pirafski LA: Passive anttbody therapy for infectious diseases, Mat Rey Microbiol 2: 895-703, 2004, 6, Amiro WA,

ge netl Ca a I a ntu rl IO r Sl m pl e Va rl a b I Ie d E lg Y EStE 0 m EtOda m u It m a I Al-Qaisi W and Al-Razem F: Production and purification of 1g¥ antibodies from chicken ege yolk. | Genet Eng Biotechno| 16: 99-103, 2018. 7, Thirumalai D, Visaga
= Ambi §, Vieira-Pires RS, Xiaoying 2, Sekaran S and Krishnan U: Chicken ege yolk antibody {lgY) as diagnostics and therapeutics in parasitic infectons - A review. IntJ

s i m I 5 Biol Macromol 136: 755-763, 2019, 8. Munhoz LS, Vargas GDA, Fischer G, Lima M, Esteves PA and Hubner SO: Avian lg¥ antibodies: Characteristics and applications
p . In Immunodiagnostic. Clenc Rural 44; 153-160, 2014, 9. Pauly D, Chacana PA, Calzado EG, Brembs B and Schade R: IgY technalogy: Extraction of chicken antibadles

from egg yoik by polyethylene glycol [PEG) precipitation. | Vis Exp 2011: 3084, 2011, 10, Folanowskl A, Zablocka A, Sosnowska A, Janusz M and Trziszka T;

® Principalul avantaj al obtinerii |gY este procedeul non invazivll Immunomodulatory activity accompanying chicken egg yolk immunoglobulin Y. Poult Sci91: 3091-3096, 2012,
e Producerea si utilizarea Ig Y in tratarea infectiilor respiratorii

deschide, astfel, o noua perspectiva de tratament. Clasa de exponate G: Sanatate — Medicina — Cosmetica
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SEPARAREA $I PURIFICAREA LIZOZIMULUI,
COMPONENT ACTIV ANTIBACTERIAN AL OULUI HIPERIMUN

Viorica Chiurciu, Elena Lupu, Oana Dimulescu, Mariana Oporanu, Victor lordanescu, Cristina Urducea, Elena Oltean’

' Romvac Company S.A. — Voluntari

INTRODUCERE Lizozimul este o glicozid-hidrolaza cu rol important in mecanismul de aparare antibacterian. Principala sa
actiune este liza polizaharidelor din peretele celular al bacteriilor prin scindarea legaturii glicozidice B-1,4
dintre acidul N-acetilmuramic si N-acetilglucozamina. Albusul de ou de gaina reprezinta sursa cea mai

importanta de lizozim (3,5%). Lizozimul din albus este o polipeptida formata din 129 aminoacizi, avand o masa molecularade 14 kDa siun

punctizoelectric cuprinsintre 10si 11. Structura sa moleculara cuprinde doua domenii legate printr-un a-helix. Lucrarea de fata prezinta
cercetarile efectuate cu scopul separarii si purificarii lizozimului din oul de gaina si demonstrarea capacitatii antimicrobiene a acestuia.

MATERIALE S| METODE 1. Obtinerea Oualor Hiperimune PC2 de la gaini din rasa Rhode Is} = ey iidpase,

in varsta de 20 - 23 saptamani, imunizate cu antigene b

lysodeikticus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella g
Salmonella thyphimurium).

2.Obtinereaoualorde la gainilibere de germenispecifici (SPF) sia celor conventionale (CV), provenite din fermele compa n EI Q A >

3. Lizozimdin albus de ou, pulbere liofilizata (Sigma) — utilizat ca standard. # . .
4. Obtinerea serului anti lizozim, prin imunizarea iepurilor cu lizozim standard. Au fost efectuate trei inoculari mtradermlhe
concentratie de 5 mg/ml lizozim standard emulsifiat Tn adjuvant Montanide ISA 70 (SEPPIC). Volumul inoculat a fost de 2 ml antig
5. Separarea lizozimului din albusul Oualor Hiperimune PC2 pe schimbatori de ioni de tip Amberlite FPC 3500 (Acros Organics), urmata
de ultrafiltrare pe caseta de 30 kDa (Millipore).

-

i

Preparatul purificat de lizozim obtinut din albusul Oualor Hiperimune a fost caracterizat prin SDS-

REZU I-TATE & DISCUT" PAGE, testul de imunodifuzie in gel de agar (IDGA) si reactia de aglutinare rapida pe lama (RAR).

PREPARAT
MUMAR

1 — lizozim standard
2 — lizozim SPF
— lizozim PC2 seria |
| 4 —lizozim PC2 seria Il

5 — lizozim PC2 seria Il
6 — lizozim CV ! . Fig. 3 Reactia de aglutinare rapida pe lam3 (RAR)

' A - lizozim PC2 pe cultura de Micrococcus lysodeikticus
- (reactie pozitiva cu aspect de flocoane)
ovalbumina ! B — lizozim PC2 pe cultura de Staphylococcus aureus

8 - ovotransferina ,3175 > (reactie pozitivi cu aspect granular)
ovalbumina : . C - cultura de Micrococcus lysodeikticus (martor negativ)
' 1

7 —ovotransferina

AR NEERN

| 9 - ovotransferina

ovalbumina

SPECII
SDS-PAGE 10%, 5 ul proba/goden Tabel 1 Calculul maselor moleculare ale lizozimului BACTERIENE
Marker Protein V1. Applishem din preparatele purificate

LIZOZIM CV | LIZOZIM SPF

din albus de Ou Hiperimun, Micrococcus
Fig. 1 Testarea puritatii lizozimului obtinut din albus de oud PC2, ou conventional, respectiv ou FPF / Sﬂdﬂfkﬂfﬂs
CV si SPF: M — marker de mase moleculare proteine; 1 — lizozim standard; 2 — lizozim SPF; [ Stﬂwmﬂs
3 - lizozim PC2 seia |; 4 — lizozim PC2 seria lI; 5 — lizozim PC2 seria lll; 6 — lizozim CV;
7, 8, 9 — fractii de ovotransferina si ovalbumina obtinute dupa separarea lizozimului. au

Staphylococcus

aane"a
thyphimurium

Tabel 2 Testarea activitatii antibacteriene a lizozimului PC2,

Fig. 2 Testul IDGA: A - lizozim standard; B — lizozim din albus de Oud PC2; C— lizozim din albus de oua SPF; D — lizozim din albus de oua CV. : 2 2 ;
Godeul 1 - lizozim integral. Godeurile 2 - 6 - lizozim in dilutii 1/2 - 1/32. Godeul central - ser anti lizozim Cv si SPF fata de bacterii Gram pozitive si Gram negative

‘ CONCLUzII BIBLIOGRAFIE

. . - . - . . . . . . : , E.D.N.S., Lee, HY., Ahn D.U. . i i i in,

® Lizozimul a putut fi usor izolat din albus de ou prin cromatografie de schimb ionic pe Amberlite e owosimin o eas white, Faut . 55 (], 1001 10092 Al Avly. € .
FPC 3500. Rezultatele obtinute au fost in concordanti cu datele de literatura privind purificarea si ez Efeachion, Dilg SO Eet of ot amt Mo ancformercki] AL i - Gors

- - Microbiol. App. Sci. 5 [3],432-436. 3. Gemili 5., Umdu E.S., Nilgin Yaprak, Fatma |5k Ustok, Yener FY.G.,
cara':terlzarea aCEStUIa- Cigdem Mec?fnﬂlu Guchilmez, Sacide ilmv Altinka:a, Yemeiici-::-glu A. {EE;]U?L F'artiil Purification of

- - - - " . - . . Hen Egg White Lysozyme by Ethanol Precipitation Method and Determination of the Thermal Stability

. LIZOZImUI Pcz Obtlnl’lt dln 3[bu$m oualor Hlpenmune are capaCItatea de a Ilza membrana of Its Lyophilized Form. Turk | Agric For, 31, 125 — 124. 4. Lesnierowski, G., Renata Cegielska
.e s, "y W - . . . . Radziejewska. (2012). Potential possibilities of production, modification and practical application of
bacteriilor Gram pozitive, datorita prezentei stratului de peptidoglican propriu (SUbStrat pentru lysozyme; Acta Sci. Pol. Technol. Aliment. 11 [3], 223-230. 5. Lu )., Y., Wan, 2., Cui (2005). Fractionation

I- . of Lysozyme and Chicken Egg Albumin Using Ultrafiltration with 30-kDa Commercial Membranes. Ind.
IZDZII’“) . Erjg. Chem. F-h‘as_t 44, ?Elﬂ-?ﬁllﬁ, 6. Sal.lpEanu TEU!I;ILDI'E., Madalina Tablica, Cristina Urdi:I{IEE., loana Alina

» Datorita proprietatilor antibacteriene ale lizozimului, acesta poate fi folosit in industria Crepareion eharastaiation e AhEmTANE sEragLarie AN Vet Ouge, L3 (1] B485.7
. w ” . » . A . . = w = oA Chiurciu Viorica, |V, Patrascu, C. Chiruciu, Georgiana Topilescu. Specific Chicken Immunoglobulins
allmentara (conservarea carcaSEIorl a branZEturllor, d Vl““ll«“), in lndUStrla farmaceuuca 5' ln (lg¥) for Prevention and Treatment and Human Bacterial Infections. European Biotechnology Congress

Lecce 2015.

medicina (sub forma de aerosoli, profilactic pentru tratarea cariilor dentare, pentru protectia si
repararea unor leziuni distrofice si inflamatorii ale pielii si tesuturilor moi.
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DERIVATE BIOACTIVE CU LIZOZIM, CU EFECT
ANTIINFLAMATOR S| ANTIMICROBIAN UTILIZATE IN MEDICINA ALTERNATIVA
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1. Izolarea si purificarea secventiala a lizozimului din albusul Qualor Hiperimune (lizozim ;
2. Testarea activitatii antibacteriene a lizozimului PC2 prin metoda difuzimetrica de dete"".
lizeiTn placa. '
3.Tncorporarea lizozimului PC2 in geluri, emulsii, creme, pulberiliofilizate.
4. Utilizarea testului ELISA sandwich pentru cuantificarea lizozimului din extractele apoase de albus de Ou Hiperimun si din produsele biologice.

inare a

o ©  Au fost preparate si testate 8 tipuri de probe: P1 — solutie apoasa de lizozim PC2, P2 - solutie apoasa

- m ISCUH]-" concentrata de lizozim PC2, P3 — proteine bioactive extrase din albus de Ou Hiperimun, P4 — pulbere

~liofilizata de lizozim, P5 —solutie apoasa de lizozim obtinut din albusul oudlor de la gaini hiperimunizate

ifs'tﬁl i cu antigen monovalent de Staphylococcus aureus, P6 — gel cu 46% lizozim ( dzoRepair Gel), P7 - gel cu
in agar pentru stabilirea 40% lizozim (LizoRepair Gel), P8 —crema cu lizozim.

identitatii dintre lizozimul
standard (godeurile 3 si 5)
si lizozimul PC2 (godeurile
2 si 6). Ser de iepure

anti lizozim - godeurile 1,

Fig. 3 - Testul ELISA de cuantificare a lizozimului PC2. Fig. 4 - Testul ELISA de cuantificare a lizozimului standard.
Gel cu lizozim Au fost utilizate dilutii seriale de lizozim PC2 (0,625 ng/mi; Au fost utilizate dilutii seriale de lizozim standard (0,625 ng/ml;
S 1,25 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5,0 ng/ml; 10,0 ng/ml; 20,0 ng/ml; 1,25 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5,0 ng/ml; 10,0 ng/ml; 20,0 ng/ml; 40,0 ng/ml.
 Emulsie cu lizozim | 40,0 ng/ml. Ecuatia curbei de calibrare: y = 0,0267x + 0,2358. R2 = 0,8976 Ecuatia curbei de calibrare: y = 0,0355x + 0,2932. R2 = 0,9269

Pulbere liofilizata

de lizozim Concentratie ACTIUNEA ANTIBACTERIANA A PRODUSELOR CU
Solutie de Proba lizozim LIZOZIM EXPRIMATA CA DENSITATE OPTICA LA 450
pmteihe din Ou L nm RAPORTAT LA DILUTIE
€ P1 - solutie apoasa de lizozim 42,547 1.8
o _ _ L P2- solutie apoasa de lizozim concentrata 1674,906 16
Tabel 1. Testarea :{?ncentratlm de |IZDIII1:I PC2 dln‘pr?duse imunologic active , P3 — proteine bioactive extrase din albus de Ou 1.4
prin metoda de determinarea a lizei in placa T— 0,182 '
iperimu :
Fig. 2 P4- lizozim liofilizat 0,397 :
Dozarea cun:entra!:-lm de "1"_""“ ) PS5 — solutie apoasa de lizozim obtinuta din oua .
PC2 din produsele imunologic active hiperimunizate cu antigen 386.856 06
prin metoda de determinare a lizei Staphvl d =
in placi. . taphy nc.accus qureus . 0.
Godeul 1 —emulsie cu lizozim lot I. P6 — gel cu 46% lizozim (LizoRepair Gel) | 1628 M II I II i
Godeul 2 - pulbere liofilizata de lizozim. P7 —gel cu 40% lizozim (LizoRepair Gel) 0,141 = 0

Godeul 3 = emulsie cu lizozim lot Il. 1000 10000 100000

Godeul 4 —gel cu lizozim.

Godeul 5 — lizozim SPF.

Godeul 6 - martor negativ

(solutie NaCl 0,15 M). Godeul 7 -
solutie de proteine din oua PC2 lot I.
Godeul 8 - solutie de proteine

din oud PC2 lot Il.

Godeul 9 - lizozim PC2.

P8 — crema cu IIzuzIm 0,072

Tabel 2. Concentratia de lizozim din :férite produse imunnlogiLctwe
— determinare prin testul EHSA sandwich

B Seriesl ®Series? B Serjes3 Seriesd mSeriesS mSeriest MWSerles? HSeries8

1g. 5 — Valorile densitatilor optice DO la 450 nm determinate
prin testul ELISA efectuat pe dilutii seriale cu ratia 10
R _ ale probelor cu lizozim in diferite matrice (seria’® =P1; seria 2 =
P2;seria 3= P3; seria 4 = P4; seria 5 = P5; seria 6.= PG, seria 7= P7; seria 8 = P8)

diferita, in functie de suportul folosit. Activitatea antimicrobian3 a fostap oropiata cu cea a

A, Susan B. Feist, Fasshender, K z, M.E., Matue B bl Hu er, K.E., (1988).

unui prepa rat standard de I|:02|m S-a constat eficienta prepa ratelor of hen eeg white Lysoryme m;ﬂ'ﬂge by an Eﬂwm nked Imminosorbent Assay
. nd Tissue Research, 17,0181-198. 2. Vidal Mary-Laure, Gautron, J., Nys, Y., (2005).

_j in ELISA for Quanp !ng Lysozyme ;;;.Hen Egg White, .lﬂu«rnal of Agricultural and Food

,2379-2385. 3. Callewaert L, Michiels C{W{ ) Lysozymes in the animal kingdom. | Biosci

Din datele obtinute in acest studiu se poate afirma ca lizozimul ar pute u,ltlllzat cati -;ﬁi;;“rfm’%*,.';jl‘;"“;‘;i‘g;,ﬂfﬁﬁ;? ?‘W?ﬁfﬁuﬁ"cﬁﬁfﬂ“Lh{faﬂai’ff;;?;
alternativd viabila la antibiotice, in special in cazul infectiilor cu germeni rezistenti | .;;uéeuﬁ;ii?sllﬂifrquzglgfs;;iﬁl?iiiiﬁsm o koo
Frncessmg of lysozyme at'distinc Tﬁ'i:ls by pepsin: a novel action for generating multiple antimicrobial
antlblﬂtlce. peptide motifs in the E1::&*.!4'l:u::'arn stomach., Biochim Biophys Acta 1726:102-114.
. < o i = g i < = o = - = https://dol.org/10.1016/j.bbagen.2005,07.008.7. Ibrahim HR, Hamasaki k, Miyata T (2017) Novel peptide
« Datorita proprietatilor sale antimicrobiene lizozimul PC2 poate fi utilizat in industria rofaftam lysoeyme <uppreBlyo-inflarymatony/cytokines in macrophages by antagonizing tolklke
- = - . . receptor and LP5-scavenging action. Eur J Pharm Sci 107:240-248,
farmaceutica pentru obtinerea preparatelor cu potential imunoterapeutic. Componentele https://dot.org/10.1016/].ejps.2017.07.005.
bioactive ajuta la intarirea sistemului imunitar al organismelor, reprezentand o modalitate
eficienta de a asigura imunitate impotriva unor agenti patogeni bacterienisau virali. Clasa de exponate G: Sandtate — Medicina — Cosmetica
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UTILIZAREA UNEI METODE HPLC IN MODELAREA EXPERIMENTALA
A UNUI VACCIN CONTRA PESTEI PORCINE AFRICANE

Viorica Chiurciu’, Elena Oltean’, Elena Lupu’, Silvia Stanculescu’, I. Nicolae', Narcisa Mederle?

' Remvac Company S.A. — Voluntari, ? Universitatea de Stiintele Vietii “Regele Mihai I” Timisoara

INTRODUCERE Saponinele sunt derivati secundari de origine vegetala, cu gust amar si cu proprietatea de a spuma in solutii

apoase. Natura amfipatica a saponinelor permite utilizarea lor ca si agenti de suprafata, datorita capacitatii
lor de a interactiona cu componentele celulare (fosfolipide si colesterol). Diferite tipuri de saponine sunt utilizate ca si adjuvanti
ai vaccinurilor siimunostimulatori, datorita capacitatii lor de a stimula raspunsul imun, crescand, astfel, eficienta vaccinului. VET
SAP este o saponina triterpenica inalt purificata extrasa din Quillaja Saponaria Molina. Este cunoscuta ca QS21 si este
considerata adjuvantul “standard de aur” datorita proprietatilor de a potenta raspunsul imun fata de antigenele vaccinale.
Acidul nicotinic este prezentin mediul MEM si a fost considerat marker de dozare.

Au fost preparate in-house patru modele experimentale de adjuvant pentru vaccinul pestei
porcine africane: V1 - 50% mediu MEM — 50% AI(OH)3; V2 - 78,4% mediu MEM — 20% Al(OH)3 —
1,6% VET SAP; V3 — 78,4% mediu MEM — 10% AI(OH)3 — 1,6% VET SAP; V4 — 98% mediu MEM —
2% VET SAP.T reg procesul analitic a fost realizat pe un sistem HPLC DIONEX ULTIMATE 300

MATERIALE $S1 METODE

REA TEORETIC PLATES
- mAU 'min EP
PARAMETER
Ssponl Nicaﬂrﬁc ot Nicotinic Sapanin Nicotinic
Fig. 1. Cromatograma modelului experimental nr. 1 Fig. 2. Cromatograma modelului experimental nr. 2 O] acid — god LT 2ol
Saponin
Ll 3,933 - 55,240 = 11551
Nicotinic acid
2,680 = 27,851 - 14922
0.1 mg/ml ' :
expRrmental| ;.0 2,647 0,213 9,388 10933 | 12722
model V1
Experimental 3,867 2,643 0,263 | 14,723 | 6285 12533
model V2
Experimental
3,857 2,643 0,354 | 16,495 6085 12449
model V3
Experi tal
pELimen 3,840 2,643 0,434 18,480 7748 12489
model V4

Fig. 3. Cromatograma modelului experimental nr. 3 Fig. 4. Cromatograma modelului experimental nr. 4

Tabel 1. Specificitatea metodei HPLC pentru determinares
saponinei si acidului nicotinic in patru modele experime
de adjuvant pentru vaccinul contrapestei porcin i

EXPERIMENTAL VALUES
PARAMETER I
Saponin Nicotinic acid
Correlation coefficient 0.9989 0.9980
(r)
Standard range
(mg/mi) 0.50-1.30 0.05-0.13
Accuracy (%) 121.90 108.10
Precision (%) 0.94 1.00
Fig. 5. Cromatograma standard saponina Fig. 6. Cromatograma standard acid nicotinic

LOD (mg/ml) 0.02905 0.002878
LOQ (mg/ml) 0.0802 0.008720

co N c LU Z I I Theoretical plates (EP) | 101941 11147
Asymmetry (EP) 1.30 1.24

- T y T % .o . i
A fost dezvoltata si validata o metoda HPLC simpla, exacta, precisa si selectiva pentru Tabel 2. Parametri cromatograficl

dete.rmmarea SEPOI"IIH.EI si E!CIdLIh.II. nicotinic din diferite tl.pu:'l de adjuuu.au:ntl .pentn.f serraraicorerdecaponiti & aet{nitiaid fl /
vaccinul contra pestei porcine africane. ® Metoda prezinta o buna liniaritate si separate in solutie standard

separare a saponinei si acidului nicotinic de matricea vaccinului. Valorile LOD si LOQ
scazute permit detectia si cuantificarea concentratiilor mici. Metoda de analiza este

simpla, timpul de analiza este scurt, elutia izocratic'é si detectorul UV fiind disponibile B' BI-I OG RAFI E S ELECT|VA

in majoritatea laboratoarelor de separare. ® Rezultatele prezentate in acest studiu |
. - - < s " o " - . - : 1. .ﬁtbulta'fun FGE., IE.arrieers .H., Torres CI..B., Sweanay S, whalen 5, Whalen ., Mau,ras. &R, (2023}, A lleuid nhmmamgf;uh high resalution tandem lma;s spectromatry
conﬁrma ca metoda HPLC poate f‘ utlllzata pentru studllle Cﬂlltatlve sl ca ntltatlve ale guantify 05-21 adjuvant and its degradation products In fiposomal deug formulations. ACS Omega, B, 23, 21016 - 210325, Diderlaurent AM., [2017), Adjuvant system AS01: 4 gto

overcome the challenges of modem vaccinas. Expert Rew. Vactines, 16(1). 2. Guclu-Ustundag O, Mazzz G, (2001), Saponins: Properties, applications and processing. Crit. Re Sci.

- » - . . @ - - Mistr, 47, 231=58 3. Ha YW, Na Y.C. Seo ) ), Kim 5N, Linhardt 8.1, Kim Y.5., (2006), Cualitative and guantitative detarmination of ten major saponing in Platycodi radix by high
su po rtu l u ' d e va cc I n co nt ra pEStEI porcl n E afrlcan e s MEtD da pre Ze ntata pe rm Ite performance liguid chromatography with evaporative [ight scattering detection and mass spectrometry. 1. Chromatogr. A, 133, 27— 35 4. lacobisen N.E., Fairbrother WL, Kensil C.R.,
Lim &, Wheeler DUA., Powell M_F, (1995), Structure of the saponine Adjuvant O5-21 and its base-catalysedisomerization product by 1H dand natural abundeénce12C NIMR spectroscopy.

dozarea de finete a adjuvantului VET SAP prezent in formula de vaccin, precum si Carbohyck Res,, 1-14.5. KensilC R, i G., Anderson, C, Storey 1, (2006), Effects ofQS-21 on Innate and adaptive immune responses. Hackett.C1 Harn DA (£ds], Vaceine Adjuvants, Eds,

Humana Press, Totowa, N, 221-234. 6, Kensil C.H., Soltysik S, Patel L, Marcianl DU, (1992), Structure/function relatianship in adjuvants from Quillsja Saponaria Moling. In: Brown £,

componenta mediului de cultura viral, prin intermediul acidului nicotinic, considerat Chanok R.M., Ginsberg H.S., Lenner, R.A. (Fds). Vaccines 92, Cold Spring Harbor (Eds.), 35 -40. 7. Lacaile-Duboi, M.A., (2018). Updated insights nto the mechanism of action and clinica

profile of the immunoedjuvant 05-21: A review. Phytomedicing, 60, 152905, 8. Lahely 5., Bargaentzie M., Hasselma, C,, (1999), Fluorimetrnc determination of niacin in foods by high-

ma rker Speciﬁ c al acestu ia L ] DE a Semeneal m Etnda puate ﬁ Exﬁnsa si pentru a Fte performance liguid chromatography with post colump-derivatisaton. Food Chem,, 65, 129, 9. Leporat A, Catellan D, Suman M., Manin B, Niessen, W, (2005), Applicanon of 2 liquid

chromatography tandem mass spectrometry method to the analysys of water-soluble vitaming In Itallan pasta Anabytica Chomics Acta 01,/2005. 10, Liu XK., (20234), Chemical and
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compozitie saponine. | Clasa de exponate G: Sanatate — Medicind — Cosmetica

H 1o




Romvac Company SA

Salonul International al Cercetarii Stiintifice, /ﬁ
Inovérii si Inventicii PRO INVENT 2025 Romvac

| L.'.I'.-'.'IIJ.-f.'n"'!.'

~ = INVENT 15 - 17 octombrie 2025, Cluj-Napoca, jud. Cluj

UTILIZAREA CAPACITATII DE INHIBARE "IN VITRO”
A MULTIPLICARII BACTERIENE, IN PREZENTA OVOTRANSFERINEI,
IN MEDICINA ALTERNATIVA (GELURI CU OVOTRANSFERINA)

lonel Victor Patrascu, Viorica Chiurciu, Constantin Chiurciu, Mariana Oporanu, Elena Oltean, Georgiana Topilescu, luliana Mihai’

"Romvac Company S.A. —Voluntari

Ovotransferina este o componenta semnificativa a oului de pasare (gaina), cu rol in sistemul de aparare nativ fata de

f” *- germenii patogeni. Aceasta capacitate de aparare nativa are la baza proprietatea ovalbuminei de a lega ionii trivalenti de
/’ - fier Fe3+, necesari multiplicarii bacteriene. in lipsa fierului, bacteriile nu se pot deplasa, demostrand astfel, si actiunea
INTRO CERE bacteriostatica a ovotransferinei. Exista date privind activitatea antifungica si antivirala a ovotansferinei.

Cercetarile cuprinse in acest studiu au avut drept scop obtinerea unei ovotransferine specifice fata de un anumit antigen,
prin imunizarea selectiva a gainilor. Pentru prepararea antigenelor folosite pentru imunizarea specifica a gainilor au fost
izolate bacterii, virusuri si ciuperci provenite de la pacienti internati in spitalele din Romania, microorganisme rezistente
la antibiotice. Tn plus, giinilor folosite pentru imunizare li s-a administrat in furaje un imunomodulator P, pentru
stimularea raspunsuluiimun.

MATERIALE S| METODE 1. Recoltarea de bacterii, virusuri si ciuperci de |la pacienti din Romania si prepararea
: antigenelor specifice. 2. Imunizarea specifica a gainilor, cu fiecare antigen in parte sau cu

antigen multiplu, in amestec cu adjuvant Q-21, si administrarea orala, in paralel, a unuiimunomodulator P in furajele gainilor. 3. Recoltarea
oualor dupa ultima imunizare si precipitarea selectiva, urmata de purificare, a ovotransferinei. 4. Testarea calitativa si cantitativa a
purificatului de ovotransferina obtinut. 5. Efectul bacteriostatic si bactericid al preparatelor cu ovotransferina (geluri cu ovotransferina).

REZULTATE SI DISCUTII

Testare specificitate OTF poli fata de antigenii utilizati la
inoculare

-4 Antg Staphylococcus aureus

—i— Antg Clostridum difficile

- Antg E. Coli

e ANtg. Klebsiella pneumoniae
Antg. Pseudomonas aeruginosa

~&—Antg. Salmonella Spp.

1 1.5
Log (factor dilutie)

Fig. 1 Testul de seroaglutinare pentru punerea in evidenta a inhibarii multiplicarii bacteriene.

A - Reactie pozitiva, inhibarea multiplicarii culturii de Salmonella enteritidis in prezenta preparatului
purificat de ovotransferina specifica, provenita de la oualele gainilor imunizate cu Salmonella enteritidis.
B — Reactie negativa — culturd de Salmonella enteritidis in prezenta unui preparat
purificat de ovotransferind obtinuta din ou3 provenite de la gdini SPF (libere de germeni).

Fig. 2 —Testarea specificitatii preparatelor purificate de ovotransferind specifica fata de antigenele folosite
pentru imunizarea gdinilor (metoda ELISA ). Reprezentarea grafica a variatiei densitatii optice DO la 450 nm fata de dilutia probelor.
Toate antigenele folosite pentru imunizare au fost preparate prin recoltare de la pacienti din Romania.

INHIBAREA MULTIPLICARII CULTURII DE PSEUDOMONAS INHIBAREA MULTIPLICARII CULTURII DE ESCHERICHIA COLIIN INHIBAREA MULTIPLICARII CULTURII DE KLEBSIELLA
AERUGINOSAIN PREZENTA OVOTRANSFERINE! SPECIFICE PREZENTA OVOTRANSFERINE| SPECIFICE PNEUMONIAE IN PREZENTA OVOTRANSFERINEI SPECIFICE

=0 t=dh t=24h _ t=0 =4 t=24 t=( =4 t=24
s Otf specificseria 2 mOtf specific seria 1 ® martor BMARTOR ®OTESP.SERIAL1 = OTESP. SERIA 2 EBMARTOR w@®OTFSP.SERIAT  m OTFSP.SERIA 2
Fig. 3— Inhibarea multpliciril culturil de Psudomanas aeruginosa in prezenta ovetransferinel specifice. Fig. 4 - Inhibarea multiplicaril culturil de Escherichia coll in prezenta ovetransferinel specifice, Fig. 5 - Inhibarea multiplichrii culturil de Kiebsiella pneumeniae in prezenta ovatransferinel specifice,
Serlile 1 5i 2 reprezintd seril de preparate purificate de ovotransfering specifich obtinutd Serfile 1 si 2 reprezintd seril de preparate purificate de ovotransfering specifica abtinuta din oud de gdind imunizate Serlile 1 5i 2 reprezint soril de preparate purificate de ovotransfering specifich obtinutd din oul de gdind imunizate
din oud de gaind imunizate cu antigen Pseudomonas aeruginesa recoltat de la bolnavl din Romania cu antigen E. coll recoltat de la bolnavi din Romdnia sl conditionate sub forma de gel. Martorul este reprezentat cu antigen K, pneumaniae recoltat de Ia bolnavi din Romania si conditionate sub forma de gel.
31 conditionate sub formd de gel, Martorul este reprerentat de ovotransfering purificata de ovotransfering purificatd din oud de glind 5PF (Hiberd de germeni), Timpii de reactle au fost de 0, 4, respectiv 24 are. Martorul este reprezentat de ovotransfering purificata din oud de gding SPF (liberd de germeni].
din ou3 de g3in3 SPF (liberd de germenl). Timpll de reactle au fost de 0, 4, respectiv 24 ore, Timpil dé reactie au fost de 0, 4, respectiv 24 de ore,
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aceste geluri au o actiune calmanta si hidratanta la nivel tegumentar. Datorita acestor proprietati, gelurile cu
ovotransferina specifica reprezinta o alternativa la tratamentul cu antibiotic si antiinflamatoare
chimice, de sinteza. Clasa de exponate G: Sanatate — Medicina — Cosmetica
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OVOTRANSFERINA MODERNA — ANTIGEN SPECIFIC
CU ROL N STIMULAREA RASPUNSULUI IMUN iN INFECTIILE
CU SALMONELLA ENTERITIDIS SI ESCHERICHIA COLI

Viorica Chiurciu, Constantin Chiurciu, lonel Victor Patrascu, Mariana Oporanu, Elena Oltean, Georgiana Topilescu’

' Romvac Company S.A, = Voluntari

|NTRODUCERE Lucrarea se refel_fﬁ la 0 metoda de producere a ovotransferinei specifice OTF-M pentru un antigen tinta cu aplicatii i‘n

medicina. Metoda consta in imunizarea gainilor oudtoare cu un antigen format dintr-un amestec de tulpini bacteriene de
Salmonella enteritidis si E. coli rezistente la antibiotice, izolarea albusului din oudle care provin de la gdinile imunizate, diluarea acestuia in raport de
1:1 cu apa deionizatd, ajustarea pH la 5, precipitarea in dou3 etape cu sulfat de amoniu si acid citric, urmata de dializa si liofilizare. OTF apartine
grupului de proteine numite metaloproteinaze care induc formarea de compusi responsabili de socul termic. Datorita acestei caracteristici, OTF poate
fi utilizata in creme si unguente de protectie contra stresului la frig sau la alti factori de mediu.

MATERIALE S| METODE 1. Prepararea antigenului - s-au folosit tulpini bacteriene din colectia ROMVAC COMPANY
’ (Salmonella enteritidis RO-TL 248) sau obtinute din spitalele din Romania (Escherichia
coli), rezistente la antibiotice. 2. Imunizarea gainilor ouatoare cu antigenele in combinatie cu adjuvantul QS21 (acesta creste titrul
raspunsuluiimun si nu produce reactiilaloculde inoculare) si colectarea oualor lainterval de 14 zile de la ultima inoculare cu antigen.
3. Prepararea ovotransferinei din albusul de ou provenit de la gainile imunizate specific, prin diluare cu apa deionizata, urmata de corectia
de pH lavaloarea 4,5-5,0. 4. Purificarea ovotransferinei prin precipitare in 2 etape, cu sulfat de amoniu si acid citric, urmata de dializa fata
de o solutie de NaCl 0,15 M. 5. Purificarea finala prin filtrare tangentiala folosind casete de 30 kDa, in prezenta de tampon fosfat salin (PBS)
pH 7. 6. Liofilizarea preparatului purificat de ovotransferina si/ sau repartizarea sterila in flacoane pentru tratament oro-faringo-gastro-
intestinal. 7. Pentru utilizarea in tratamentele locale cutanate, se amesteca cu baza de gel/ unguent.

REZULTATE SI DISCUTII

Ovotransferina modernd OTF-M a fost caracterizatd calitativ si
cantitatiy intimpul etapelor de preparare si purificare, prin:

elide agar (SPGA), pentru care se ' —t=Series] e Series 1
Ati-pasare in comparatie cu OTF E == Series2 == Series2

estul S are sefolosesc dilutii binare de OTF-M testate
fata deantigenuldat. Se apreciaza dilutia maxima la care exista
un raspuns specificsise compara cu etalonul propriu.

Testul ELISA calitativ

Testul ELISA cantitativ

Testul Bra df‘D rd pe ntru determina reapro teinel Fig. 1 Reproductibilitatea procedeului de obtinere a ovotransferine Fig. 2 Testarea ovotransferinei OTF-M specifice prin ELISA

TEStUl IM B-S peciﬁ cP a Ch 1L — testare pe 3 serii consecutive OTF-M anti Salmonella enteritidis (seria 1 — albastru — OTF-M anti Salmonella enteritidis; seria 2 — rosu —
OTF-M anti Escherichia coli #5; seria 3 — verde — OTF-M anti Escherichia coli #4)
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Fig. 3 — Liniaritatea testului Bradford pentru determinarea Fig. 4 Curba de calibrare pentru determinarea cantitativa a proteinei Fig. 5 Testul PaChi - inhibarea specifica a multiplicarii bacteriene Fig. 6 Testul PaChi - inhibarea specifica a multiplicarii bacteriene
cantitatii de proteina totala din preparatul purificat de OTF-M totale prin metoda Bradford - test pe placa (1 — martor reactivi; 2 - (Salmonella enteritidis) in prezenta preparatului liofilizat de OTF-M (Escherichia coli) in prezenta preparatului liofilizat de OTF-M
62,5 pg/ml BSA; 3-125 ug/mi BSA; 4 - 250 ug/ml BSA; (albastru — proba martor de OTF-SPF; rosu — OTF-M specific anti (albastru — proba martor de OTF-SPF; rosu
5—3500 pg/ml BSA; 6—750 pg/ml BSA; 7 - 1000 pg/ml BSA; Salmonella enteritidis), Reprezentarea grafica a densitatii optice - OTF-M specific anti Escherichia coli). Reprezentarea grafica
8 — 1500 pg/ml BSA; BSA — albumina serica bovina) DO 660 nm fata de timp (ore). a densitatii optice DO 660 nm fata de timp (ore).
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antibacteriene fata de mai multe specii bacteriene izolate de la om. Ovotransferina-specifica i
poate fi utilizata in tratamente antimicrobiene, antivirale si ca supliment cu fier in medicina
umana.
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OVOTRANSFERINA PC2,
COMPONENT IMUNOLOGIC ACTIV AL OULUI HIPERIMUN
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Ovotransferina (OTf) denumita si conalbumina, din familia transferinelor reprezinta o glicoproteina monomer izolata din
INTRODUCERE : e R e | o

albusul de ou. Proteina este sintetizata in oviductul gainii de gena transferin aviara si este depozitata in albus. Reprezinta
12-13% din totalul proteinelor continute de albus, avand o masa moleculara de 78 kDa si aceeasi secventa de aminoacizi ca transferina din serul uman.
Proteina se pliaza sub forma a doi lobi globulari, fiecare continand cate un locus de cuplare a fierului (Fe3+). Ovotransferina este o proteina functionala
cu bioactivitati mutiple. OTf si peptidele derivate din aceasta au un potential ridicat putand fi folosite ca agenti antimicrobieni si antioxidativi in
industria alimentara, dar si ca agenti cu rol antihipertensiv, anticancer, antiviral, in industria medicala si farmaceutica.

=1 3 = — [

| 1. Animale - studiul s-a realizat in Laboratorul de Cercetare-Dezvoltare al Romvac Company S.A. Experimentul s-a realizat
MATE RlALE $| M ETODE pe gaini aflate lainceputul perioadei de ouatin varsta de 3 saptamani, din rasa Health Rhode Island. Pasarile s-au grupatin
bateriisis-au tinut latemperatura de 20£2 2Curmand ciclul 12 ore lumina/ 12 ore intuneric.

2. Antigenele - utilizate in lucrare sunt preparate din tulpini bacteriene si micotice ATCC sau din colectia laboratorului de
microbiologie, astfel: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella sp., Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Streptococcus grup B, Proteus sp., Streptococcus
pneumoniae (ATCC 700669), Candida krusei, Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium difficile, Streptococcus mutans (ATCC55677), Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori (ATCC49503), Candida glabrata.

3. Imunizarea - antigenul multiplu s-a administrat pe cale intramusculara de trei ori, la interval de 14 zile. Inocularile s-au efectuat in doua puncte in musculatura pieptului cate 0,5 ml.
Ouale hiperimune s-au colectat zilnic, dupa doua saptamanide la la ultima inoculare si pastrate la 4 2C pana la obtinerea ovotransferinei.

4. Prepararea ovotransferinei - OTf PC2 a fost obtinuta din Oua hiperimune PC2 provenind de la gaini imunizate cu antigen multiplu. OTf PC2 forma apo- s-a preparat dupa metoda
descrisa de Abeyrathne si colab. (2013) cu unele modificari. Albusul s-a seperat de galbenus si s-a precipitat cu sulfat de amoniu [(NH4)2S04] 5% (w/v) si acid citric (C6H807) 2,5% (w/v).
Suspensia s-a mentinut la 4 2C timp de 12 ore pentru precipitarea OTf. Dupa centrifugare la 10.000 x g timp de 20 minute la 4 2C, s-a colectat precipitatul (P1). Acesta s-a dizolvat in 4
volume de apa deionizatd si s-a reprecipitat cu sulfat de amoniu 2% (w/v) si acid citric 1,5% (w/v). Dupa centrifugare precipitatul (P2) s-a reluat in patru volume de apa deionzata si s-a
ultrafiltrat pentruinlaturarea sarurilor. Puritatea OTf s-a determinat prin electroforeza in gel de poliacrilamida in sistem denaturant (SDS PAGE) siimunodifuzie in gel de agar (IDGA) fata
de seranti-OTf.

REZU LTATE SI D I sc UTI I Fig. 1. Testul de imunodifuzie

in gel de agar: a) evidentierea
puritatii OTf PC2(godeurile 1,3
si 5) fata de ser
anti-OTf (godeul 7);
b) testarea OTf

Fig. 4. Testarea
specificitatii OTf PC2

prin ELISA fata de antigene
le Staphylococcus aureus,
Clostridium difficile,
Escherichia coli,

PC2 in dilutii; _
¢) stabilirea Klebsiella pneumoniae,
identitatii Pseudomonas aeruginosa
imunologice si Salmonella sp.

intre OTf PC2
(godeurile 2 si 6)

si OTf standard
(godeurile 3 5i 5)
fata de ser anti-OTf
(godeurile 1,4 si 7).
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o Activitatea imunologica evidentiata in acest studiu demonstreaza ca OTf PC2 te fi ijloc bi Clostridium difficile R R
alternativ pentru obtinerea unor solutii terapeutice in medicina umana si \(eterin reagtii 1. Enterococcus fascals ' '
imunologice specifice, comparabile cu cele ale imunoglobulinei (lgY), confirma) capac fractiu 12. Streptococcus pneumoniae R +
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. . . . . = . . 14, Streptococcus B
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promitatoare pentru dezvoltarea unor noi produse bioactive cu aplicabilitate in domeniul farmaceutic, nutraceutic | | = |
si alimentar. Dezvoltarea unor metode simple, eficiente si rentabile de purificare a acestei fractiuni, alaturi de 1 Thormas, 1 W, Ellen, €, Kingston, IAbeyrathne, E. D, N. ., Lee, . Y, Ahn D, U, (2014}, Sequentil
conservarea proprietatilor sale bioactive, poate deschide perspective inovative in prevenirea si controlul bolilor e s e ol sl el st Skt
. - ~ . P IRTE - .n . _— & of Biochemistry, 122 [Z2], 2297-2303, 3, Castro, M. M, Lopez-Alanse Fandifio, B., Reclo Sanchees, M. 1., Ramos
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- . r T ~ A n T . . i o means of enzymatic hydrolysis. US Invention Patent, No, 8227207 B2. 4. Batistuzzi, G., & Sola, M. (1992), Fe*
® Prin urmare, OTf PC2 poate constitui un castig valoros in cercetarea biomedicala si nutritionala, sustinand binding to ovotransferrin in the presence of a-amino acids. Biochimica et Biophysica Acta (B8A) - Protein
. . . . n . i Structure and Molecular Eﬁzvmaiagv, 1118 [3], 313-317. 5. Rathnapala, E._C, M., Ahn, 1. Lr E Abeyrathne, 5.
dezvoltarea unor terapii complementare si sustenabile, cu potential de a inlocui sau suplimenta tratamentele (2021). Functiona! propeties of ovotransferrin from chicken egg white.and its derived peptides: A review. Food
Science and Biotechnology, 30 [5], 619-630. 6. Valent, P, Antonini, G., von Hunalstein, C., Visca, P, Orsi, N, &
clasice, in contextul global actual marcat de rezistenta crescuta la antibiotice si nevoia de solutii terapeutice sigure Ak e R S SnknCIB) e o mvrars e Inceeaonahloumek of Thcus
si naturale.

Clasa de exponate G: Sanatate — Medicina — Cosmetica

W ... LT+

UNIVERSITATEA UNIVERSITATEA EUROPEANA
TEH"ICA DE TEHNOLOGIE
DIN CLUJ-NAPOCA

—

e i i F“.i, _.-1;}5

'''''

o By

-
W

b= g | I

= .S _l_.'._.'_ SEEL SSNE ...LJ..L ,_i._l..i_

FTHTHIT

LT T

|

———

e INVENT
alon International

al Cercetarii Stiintifice,

Inovarii si Inventici




