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A.UVOD

Tato ¢ast sumarizuje vysledky neSkodnosti vakciny Lysvulpen por. ad us. vet., obsahujici atenuovany
vakcinaéni virus vztekliny kmene SAD Bern, po aplikaci tohoto veterindrniho imunobiologického

prepardtu kozam,

B. VSEOBECNE POZADAVKY
1. Zkouska neSkodnosti byla provedena u koz.
2. Doporudend davka byla aplikovana za G&elem provedeni zkougky neskodnosti.

Zkouska neSkodnosti byla provedena v souladu s Evropskym lékopisem a doporu¢enim WHO.

3. Pro ucely testu neskodnosti byla pFipravena arze v souladu s registraéni dokumentaci.

C. LABORATORNI TESTACE

Laboratorni testy byly provedeny v souladu s Evropskym lékopisem, 01/2008:0746 “Rabies vaccine

(live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) a doporu¢enim WHO.
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C.1. Neskodnost po aplikaci desetinasobné maximalni doporudené davky

Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalni doporucené davky u koz

Souhrn:

Vakeina Lysvulpen por. ad us. vet, byla testovana po podéni desetindsobné maximélni doporucené
davky u 10 ks koz. B&hem 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. nebyly
zaznamenany 74dné priznaky vztekliny u pokusnych zvifat. Po ub&hnuti pozorovaci doby byla
véechna pokusnd zvitata utracena a virus vztekliny nebyl prokdzan metodou p¥imé imunofluorescence
v mozkové kiife, mozecku, prodlouZené mide a v Amonové rohu. V Zadném pripad& nebyla prokdzana
vzteklina u pokusnych zvifat. Stanoveni antirabickych protilatek bylo v obdobi 1, 2, 3 a 6 mésich po

aplikaci viru pozitivni.

Diskuse:

Kozy mohou byt necilovym druhem v pfijiméani ndvnad Lysvulpen por. ad us. vet. Obecné jsou kozy
stfedng vnimavé k onemocnéni vzteklinou. To bylo prokdzano i ve vytvoieni si protilatek po aplikaci
vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. v prib&hu 6 mésici po jeji aplikaci. TéZ nebylo prokézéno
onemocnéni vzteklinou v pribéhu pozorovaci doby 180 dni a néslednym vySetienim mozku na
piitomnost vzteklinového antigenu nebyla laboratorné téz vzteklina prokézédna. Pozorovaci doba 180
dni je dostatednéd pro projeveni se pifznakl vztekliny u vech druhil zvifat i ptakd. Pro laboratorni

diagnostiku vztekliny byl téZ pouZit vysoce citlivy a specificky test piimé imunofluorescence.

Zavér:

Vakeina Lysvulpen por. ad us. vet se prokézala byt ne§kodnd v desetindsobné maximalni doporugené
dévce aplikované per os kozdm. Tento zavér je podloZen vysledky klinického sledovéni pokusnych
zvifat po dobu 180 dni po aplikaci vakeiny Lysvulpen por. ad us. vet. a nislednym vySetfenim mozku

pokusnych zvifat na pfitomnost viru vztekliny.
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Seznam a charakteristika zvirat zahrnutych do zkousky neskodnosti

(druh — kozy)

y . o Charakteristika zviFat
Poradové | Ident. ¢islo . Poznémka
¢islo kozy kozy vék pohlavi zdravgtm
kondice
1 Kol 3 mésice 3 dobra
2 Ko2 3 mésice 3 dobra
3 Ko3 3 mésich Q dobra
4 Ko4 3 mésice Q dobra
5 Ko5 3 mésich Q dobra
6 Ko6 3 mésice & dobra
7 Ko7 3 mésict Q dobra
8 Ko8 3 mésice & dobra
9 Ko9 1 rok Q dobré
10 Kol0 1 rok 3 dobra
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Testatni protokol

a) Popis uZitych metod:

al) Monitorovani a vyhodnoceni neZadoucich reakei
— pozorovéni neZédoucich reakci a zaznamenavéni nezadoucich reakci, klinickych symptomt
spojenych se vzteklinou — zména chovani, zména hlasového projevu, paréza svalli, paralyza
sval®, hromadéni a vyludovani slin, paralyza svalovych skupin vedoucich ke smrti zvifete.

a2) “Post mortem” diagnostika vztekliny
— pfimd imunofluorescence (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Stanoveni antirabickych protilatek

—~ FAVN test — detekce antirabickych protilatek (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Popis pouZitych ndstroji a zatizeni:

- injekéni stifkacka 2 ml s aplikdtorem

- imunofluorescentni mikroskop, podloZni sklicka

- pitevai nafadf

- ledni¢ka 2 — 8 °C, mrazni¢ka — 18 °C, hlubokomrazici pult — 80 °C
- termostat 37 °C s 5% CO,

- umélohmotné destiky pro préci s tkdtiovymi kulturami

- pipety pro préci s tkdovymi kulturami

¢) Popis pouzitého materialu:

- notes na zaznamendvani denniho klinického stavu zvitat

- testovany material MSV Bio 10 + 1 v desetindsobku maximéalniho pouZivaného vakcina¢niho
titru

- konjugét antirabicky

- standardy k provadéni piimé imunofluorescence a FAVN testu

d) Pouziti testovanych zvii'at:

d1) Druh - kozy

d2) Kategorie zvirat - od 3 mé&sici do 1 roku

d3) Puvod zviiat - zvitata z Ceské republiky

d4) Identifikace zviFat - individudlni ustdjeni, u§ni zndmky
d5) Pocet zvirat - 10 ks
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d6) Podminky pro drZeni a umisténi zvirat - pokusna zvifata byla umisténa individualng
v boxech po 1 ks

d7) Krmeni zviiat -zvifata dostdvala krmeni 3x denng, rano,
v poledne a veder. Strava spoéivala ze
specidlnich krmnych smési pro kozy
téchto kategorif a luéniho sena.

d8) Jméno vlastnika zvifat - Bioveta, a. s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

d9) Jméno testovaciho zakizeni - Bioveta, a.s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

e) Aplikaéni davka, zpiisob aplikace, aplikaéni schéma, teplotni monitoring a sledovani
klinickych neziddoucich reakei

Aplikaénf ddvka - 2,0 ml testovaného viru vztekliny

Zpisob aplikace - per 0s, uméle, za pomoci umélohmotné stiikadky s gumovym néstavcem
Aplika¢ni schéma - testovany virus byl aplikovan umélym zpisobem jednorazove

Pozorovani nezadoucich reakei - pokusnd zvifata byla sledovana denné a byly zaznamendvany

vSechny neobvyklé ¢i neZadouci reakce zvifat se zaméfenim
na pritomnost onemocnéni vzteklinou.

“Post mortem” diagnostika vztekliny - vzteklina byla diagnostikovana z mozkové kiry,
moze&ku, prodlouZené michy a Amonova rohu
metodou p¥imé imunofluorescence (Dean and
Abelseth, 1973).

Stanoveni antirabickych protilatek - antirabické protilatky byly stanovovany ze sér testovanych

zvifat v stanovenych intervalech. Antirabické protilatky byly

stanovovany metodou FAVN testu (Cliquet and Barrat, 1996)

Jméno, adresa, pozice a kvalifikace zkouSejici osoby:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Narozen: 26. listopadu 1953

Vzdélani: 1969 - 1973; Stredni zem&délska technicka $kola - obor veterinarni, Kroméiiz
1973 - 1979: Vysok4 $kola veterinarni, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, nastupni praxe
1979 - 1980: vojenska prezenéni sluZzba u veterinarni sluzby pohraniéni stréZe

1980 - 1987: samostatny technicky kontrolor Utvaru kontroly a ¥izeni jakosti
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1985 - 1990: kandidatské disertadni studium vé&dniho oboru epizootologie a
zoohygiena

1987 - 1995: vedouci Utvaru kontroly a fizeni jakosti

1995 - 1998: vyrobni feditel Biovety, s.r.o.

1998 - 2003: feditel sekce vyroby a vyvoje veterinarnich biopreparati a 1égiv
2003-2007: feditel sekce inovace a vyvoje biologickych ptipravki

od 1.1. 2007: zéastupce feditele spoletnosti, projekt manaZer, spole¢nost Bioveta, a.s.

Clenstvi v odbornych organizacich:
Ceskoslovenska spole¢nost mikrobiologicka - od r. 1980
Ceskoslovenska védecka spolednost pro mykologii - od r. 1980

Ceskoslovenska imunologicka spoleénost - od r. 1981

Odborna ¢innost:

Publikace:

Autor nebo spoluautor celkem 149 odbornych publikaci.

Autorska osvédceni:

Autor nebo spoluautor 25 patentd.

Zdavérecné oponentni zprdvy:

Autor nebo spoluautor 23 zavéreénych zprav piipravki zavedenych do praxe.

Odbornd specializace: imunologie, virologie

MVDr, Vladimir Vrzal, CSc.
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Ovéfeni vakeiny LYSVULPEN u koz

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Aplikace Kiinik Odbéry krve (IU/ml) PITVA -IF
Koza & LYSVULPENU (18:)n(lln;;) mozkovd rodl.
per ordlné 0 - inic 1 més. 3 més. 6 més. s mozedek prodi. mon, roh
kiira micha
1 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 2,65 2,38 2,23 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10°° TCIDse/ml neg. 0 2,70 2,61 2,36 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 2,14 2,09 1,97 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,95 1,88 1,77 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10 TCIDso/ml neg. 0 2,15 2,05 1,93 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10°° TCIDs0/ml neg. 0 2,13 2,10 2,05 neg. neg. neg. neg.
7 2,0 x 10°° TCIDso/mi neg. 0 1,88 1,66 1,52 neg. neg. neg. neg.
8 2,0 x 10°* TCID so/ml neg. 0 2,14 2,00 1,93 neg. neg. neg. neg.
9 2,0 x 10 TCIDsp/ml neg. 0 1,55 1,46 1,40 neg. neg. neg. neg.
10 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,10 1,00 1,92 neg. neg. neg, neg.
Primér neg. 0 2,039 1,923 1,908 neg. neg. neg. neg,
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ITI. INOCUITATE

Capre
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CUPRINS

A. INTRODUCERE

B. CERINTE GENERALE

C. TESTE DE LABORATOR
C.1. Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza

maximi recomandati
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A. INTRODUCERE
Aceasta sectiune sumarizeazi rezultatele inocuititii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet., care contine
virusul vaccinului atenuat contra rabiei din tulpina SAD Bern, dupd administrarea acestui preparat

veterinar imunobiologic caprelor.

B. CERINTE GENERALE

1. Testul de inocuitate a fost efectuat la capre.

2. Doza recomandati a fost administraté in vederea efectudrii testului de inocuitate.
Testul de inocuitate a fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea Europeani si recomandarile
WHO.

3. In scopurile efectuirii testului de inocuitate a fost pregitit un lot in conformitate cu documentatia

de Inregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR

Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea Europeana 01/2008:0746
“Rabies vaccine (live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si In conformitate

cu recomandarile WHO.
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C.1. Inocuitatea In urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decat doza maxima

recomandata

Inocuitatea In urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maximi recomandati

la capre

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat in urma administrarii unei doze de 10 ori mai mari
decat doza maximd recomandatd la 10 capre. Dupa 180 de zile de la administrarea vaccinului
Lysvulpen por. ad us. vet. nu au fost Inregistrate simptome de rabie la animalele experimentale. Dupa
incheierea perioadei de observatie, toate animalele experimentale au fost sacrificate, iar virusul rabiei
nu a fost detectat prin metoda imunofluorescentei directe in cortexul cerebral, In cerebel, in bulbul
rahidian sau in cornul lui Ammon. Rabia nu a fost detectatd la niciunul dintre animalele testate.
Determinarea anticorpilor antirabici a fost pozitiva in perioada de 1, 2, 3 si 6 luni de la administrarea

virusului.

Analiza:

Caprele pot fi o specie nevizati in consumarea momelii Lysvulpen por. ad us. vet. in general, caprele
sunt sensibile moderat la infectarea cu rabie. Acest lucru a fost demonstrat si prin crearea de anticorpi
in urma administrérii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. pe parcursul a 6 luni de la administrarea
acestuia. Infectarea cu rabie nu a fost detectatd nici in perioada de observatie de 180 de zile, nici la
examinarea creierului in vederea identificdrii antigenului rabic. Perioada de observare de 180 de zile
este suficientd pentru manifestarea simptomelor de rabie la diferite animale si pisiri. La
diagnosticarea de laborator a rabiei a fost utilizat, de asemenea, un test extrem de sensibil si specific

de imunofluorescenta directa.
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Concluzie:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet s-a dovedit a fi inofensiv la administrarea a unei doze de 10 ori mai
mari decit doza maximi recomandatd administrate oral la capre. Aceastd concluzie este sustinutd de
rezultatele monitorizarii clinice a animalelor experimentale pe o perioadd de 180 de zile in urma
administrdrii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioard a animalelor

experimentale In vederea detectérii prezentei virusului rabiei.
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Lista si caracteristica animalelor supuse testului de inocuitate

(specie — capre)

Nr. de Caracteristica animalelor
Nr. ord. . . .
capri 1dent1ﬁ<3are Vs cox starea de Nota
capra sanatate
1 Cal 3 luni 3 buni
2 Ca2 3 luni a8 buni
3 Ca3 3 luni Q bund
4 Cad 3 luni Q buna
5 Cas 3 luni Q buna
6 Cab 3 luni 3 buni
7 Ca7 3 luni Q buni
8 Ca8 3 luni 3 buni
9 Ca9 1 an Q buni
10 Calo | an 8 buni
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Protocolul de testare

a) Descrierea metodelor utilizate:

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse
- observarea si inregistrarea reactiilor adverse, a simptomelor clinice asociate cu rabia -
schimbéri tn comportament, schimb#ri 1n expresia vocald, pareza musculard, paralizia
muschilor, acumularea si secrefia de saliva, paralizia grupelor de muschi care duce la moartea
animalului.

a2) Diagnosticarea “post mortem” a rabiei
— imunofluorescenti directd (Dean and Abelseth, 1973).

al) Determinarea anticorpilor antirabici

—test FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate:

- seringd 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenti, lameld de testare

- instrumente de autopsie

- frigider 2 — 8 °C, congelator — 18 °C, unitate de congelare — 80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- lamele din PVC pentru culturi de tesuturi

- pipete pentru manipularea tesuturilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:

- carnet de notite pentru inregistrarea zilnica a stérii clinice a animalelor
- materialul testat MSV Bio 10 + 1 intr-o dozi de vaccin de zece ori mai mare decit doza maxima
recomandati

- conjugat antirabic
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- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenté directa si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor testate:

d1) Specie - capre

d2) Categoria animalelor -de la 3 luni la un an

d3) Originea animalelor - animale din Republica Ceha

d4) Identificarea animalelor - addpostire individuala, crotalii

d5) Numiirul de animale - 10 buc.

d6) Conditii de detinere si addpostire a animalelor - animalele experimentale au fost

adapostite individual, cdte unul intr-o boxa

d7) Hranirea animalelor - animalele au primit hrand de 3x pe
zi, dimineata, la pranz si seara. Hrana a constat in amestecuri de furaje speciale pentru capre
din aceasta categorie si fan.

d8) Denumirea proprietarului de animale - Bioveta, a. s., cu sediul in Ivanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare - Bioveta, a.s., cu sediul in Ivanovice na Hané

e¢) Doza administratd, modul de administrare, schema de administrare, monitorizarea
temperaturii si a reactiilor clinice adverse

Doza administrati - 2,0 ml de virus de rabie testat
Modul de administrare - oral, artificial, cu ajutorul unei seringi PVC cu duzi de cauciuc
Schema de administrare - virusul testat a fost administrat in mod artificial o singura data

Monitorizarea reactiilor adverse - animalele experimentale au fost monitorizate zilnic gi s-au
nregistrat toate reactiile neobisnuite sau nedorite ale animalelor - avAndu-se in vedere prezenta rabiei.
Diagnosticarea “post mortem”a rabiei - rabia a fost examinatd in cortexul cerebral, cerebel, bulbul

rahidian, si cornul lui Ammon prin metoda imunofluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973).
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Determinarea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost determinati din serurile
animalelor testate 1n intervale de timp specificate. Anticorpii antirabici au fost determinati pe baza

testului FAVN (Cliquet and Barrat, 1996)

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat testarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSe.
Nascut: 26 noiembrie 1953
Educatie: 1969 - 1973: Liceul Tehnic Agricol - profil veterinar, Kromé&#iz
1973 - 1979: Universitatea Veterinard, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, practici
1979 - 1980: serviciul militar in cadrul serviciului veterinar de frontierd
1980 - 1987: controlor tehnic independent in cadrul Departamentului de control si
management al calititii
1985 - 1990: studii de doctorat Tn domeniul stiintific epizootologie si igiend veterinara
1987 - 1995: seful Departamentului de control si management al calitétii
1995 - 1998: director de productie in cadrul societatii Bioveta, s.r.o.
1998 - 2003: directorul sectiei de productie si dezvoltare a medicamentelor si
produselor biologice veterinare
2003-2007: directorul sectiei de inovare si dezvoltare a produselor biologice

de 1a 01.01. 2007: director adjunct, manager de proiect in cadrul societatii Bioveta, a.s.

Calitatea de membru in organizatii profesionale:
Societatea Cehoslovaca pentru Microbiologie - din 1980
Societatea Stiintificd Cehoslovacad de Micologie - din 1980

Societatea Cehoslovaca de Imunologie - din 1981

Activitate profesionali:
Publicatii:
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I1I-a
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Autor sau coautor al unui numir de 149 de publicatii de specialitate.

Certificate de autor:

Autor sau coautor al unui numér de 25 de brevete.

Rapoarte finale:

Autor sau coautor al unui numir de 23 de rapoarte finale ale produselor introduse in practica.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

MVDr, Vladimir Vrzal, CSc.
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Testarea vaccinului LYSVULPEN la capre

. . Prelevare de singe (IU/ml) AUTOPSIE - IF
Capra nr Administrare orald | Clinica (180
P : LYSVULPEN zile) L. . . . cortex bulb cornul lui
0 - init 1 luni 3 luni 6 luni cerebel + e
; cerebral rahidian | Ammon
1 2,0 x 10”° TCIDso/ml neg. 0 2,65 2,38 2,23 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 2,70 2,61 2,36 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10*° TCIDso/ml neg. 0 2,14 2,09 1,97 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10 TCIDso/ml neg. 0 1,95 1,88 1,77 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 2,15 2,05 1,93 neg. neg. neg. neg.
6 2,0x 100 TCIDsp/ml neg. 0 2,13 2,10 2,05 neg. neg. neg. neg.
7 2,0 x 10*° TCIDsy/ml neg. 0 1,88 1,66 1,52 neg. neg. neg. neg.
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8 2,0 x 10 TCIDso/ml neg. 2,14 2,00 1,93 neg. neg. neg. neg
9 2,0 x 10°° TCIDsy/ml neg. 1,55 1,46 1,40 neg. neg. neg. neg.
10 2,0 x 10>° TCIDs¢/ml neg. 1,10 1,00 1,92 neg. neg. neg. neg.
Medie neg. 2,039 1,923 1,908 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a [I-a
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III. NESKODNOST

Ovce
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B. VSEOBECNE POZADAVKY

C. LABORATORNI TESTY

C.1. Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalni doporucené davky
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A. UVOD

Tato ¢ast sumarizuje vysledky neskodnosti vakciny Lysvulpen por. ad us. vet., obsahujici atenuovany
vakeinaéni virus vztekliny kmene SAD Bern, po aplikaci tohoto veterindrniho imunobiologického

preparatu oveim.

B. VSEOBECNE POZADAVKY
1. Zkouska neSkodnosti byla provedena u ovci.
2. Doporugena davka byla aplikovana za G¢elem provedeni zkousky neSkodnosti.

Zkouska neskodnosti byla provedena v souladu s Evropskym lékopisem a doporu¢enim WHO.

3. Pro ucely testu neskodnosti byla pripravena $arZe v souladu s registraéni dokumentaci.

C. LABORATORNI TESTACE

Laboratorni testy byly provedeny v souladu s Evropskym Iékopisem, 01/2008:0746 “Rabies vaccine

(live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) a doporu¢enim WHO.

LYSVULPEN por. ad us. vet Cést I1I
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C.1. NeXkodnost po aplikaci desetinasobné maximalni doporu¢ené davky

Nefkodnost po aplikaci desetinAsobné maximalni doporuené divky u ovei

Souhrn:

Vakeina Lysvulpen por. ad us. vet. byla testovdna po podéani desetindsobné maximalni doporucené
davky u 10 ks ovci. Béhem 180 dnf po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. nebyly
zaznamenany Zadné priznaky vztekliny u pokusnych zvifat. Po ubghnuti pozorovaci doby byla
v8echna pokusnd zvifata utracena a virus vztekliny nebyl prokdzan metodou pfimé imunofluorescence
v mozkové kife, mozecku, prodlouZené mise a v Amonové rohu. V Zadném piipadé nebyla prokdzana
vzteklina u pokusnych zvifat. Stanovenf antirabickych protilatek bylo v obdobi 1, 2, 3 a 6 mé&sici po

aplikaci viru pozitivni.

Diskuse:

Ovce mohou byt necilovym druhem v pfijiméani ndvnad Lysvulpen por. ad us. vet. Obecné jsou ovce
stfedné vnimavé k onemocnéni vzteklinou. To bylo prokdzano i ve vytvoreni si protilatek po aplikaci
vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. v pribéhu 6 mésict po jeji aplikaci. TéZ nebylo prokdzano
onemocnéni vzteklinou v prib&hu pozorovaci doby 180 dni a naslednym vySetfenim mozku na
piitomnost vzteklinového antigenu nebyla laboratorné téZ vzteklina prokdzana. Pozorovaci doba 180
dni je dostate€na pro projeveni se ptiznak® vztekliny u vdech druh® zvifat i ptakd. Pro laboratorni

diagnostiku vztekliny byl téZ pouzit vysoce citlivy a specificky test ptimé imunofluorescence.

Zavér:

Vakcina Lysvulpen por. ad us. vet se prokdzala byt neSkodnd v desetindsobné maximalni doporudend
dévce aplikované per os ovcim. Tento zévér je podloZen vysledky klinického sledovani pokusnych
zvitat po dobu 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. a ndslednym vysetfenim mozku

pokusnych zvifat na pfitomnost viru vztekliny.
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Seznam a charakteristika zvifat zahrnutych do zkouSky ne$kodnosti

(druh - ovce)

y . o Charakteristika zvirat
Poradové | Ident. Cislo . Poznamka
gislo ovee ovce vék pohlavi zdravotni
kondice
1 01 3 mésice Q dobra
2 02 3 mésice ) dobra
3 03 3 mésicil 3 dobra
4 04 3 mésice Q dobra
5 05 3 mésich Q dobra
6 06 3 mésice ) dobré
7 07 3 mésici 1) dobra
8 08 3 mésice Q dobra
9 09 1 rok I} dobra
10 010 1 rok Q dobra
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Testatni protokol

a) Popis uZitych metod:

al) Monitorovani a vyhodnoceni nezidoucich reakei
— pozorovani neZadoucich reakci a zaznamenavani neZddoucich reakei, klinickych symptomt
spojenych se vzteklinou — zména chovéni, zména hlasového projevu, paréza svall, paralyza
sval®, hromadéni a vyludovani slin, paralyza svalovych skupin vedoucich ke smrti zvifete.

a2) “Post mortem” diagnostika vztekliny
— pfimé imunofluorescence (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Stanoveni antirabickych protilitek
— FAVN test — detekce antirabickych protilatek (Cliquet and Barrat, 1996),

b) Popis pouzitych néstroji a zafizenf:

- injekéni stiikacka 2 ml s aplikatorem

- imunofluorescentni mikroskop, podlozni sklitka

- pitevni néfadi

- lednic¢ka 2 — 8 °C, mraznicka — 18 °C, hlubokomrazici pult ~ 80 °C
- termostat 37 °C s 5% CO,

- umélohmotné desti¢ky pro praci s tkdfiovymi kulturami

- pipety pro préci s tkdfiovymi kulturami

¢) Popis pouzitého materidlu:

- notes na zaznamenavani denniho klinického stavu zvifat

- testovany materidl MSV Bio 10 + 1 v desetindsobku maximalniho pouZivaného vakcina¢niho
titru

- konjugat antirabicky

- standardy k provadéni pfimé imunofluorescence a FAVN testu

d) Pouziti testovanych zvii'at:

d1) Druh - ovce

d2) Kategorie zviFat - od 3 mésicti do 1 roku

d3) Pivod zvitat - zvitata z Ceské republiky

d4) Identifikace zviFat - individualni ustajeni, usni zndmky
d5) Pocet zvitat - 10 ks
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d6) Podminky pro drZeni a umisténi zviiat - pokusna zvifata byla umisténa individualné
v boxech po 1 ks

d7) Krmeni zvirat -zvifata dostdvala krmeni 3x denné, rano,
v poledne a veder. Strava spoéivala ze
specidlnich krmnych smésf pro ovce
téchto kategorii a luéniho sena.

d8) Jméno vlastnika zvirat - Bioveta, a. s, se sidlem v Ivanovicich na Hané

d9) Jméno testovaciho zaFizeni - Bioveta, a.s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

e) Aplika¢ni dédvka, zpisob aplikace, aplika¢ni schéma, teplotni monitoring a sledovéni
klinickych nezadoucich reakef

Aplikaéni davka - 2,0 ml testovaného viru vztekliny

Zpusob aplikace - per os, uméle, za pomoci umeélohmotné stfikacky s gumovym néstavcem
Aplikaéni schéma - testovany virus byl aplikovan umélym zplsobem jednorazové

Pozorovani nezddoucich reakei - pokusna zvifata byla sledovana denné a byly zaznamenavany

viechny neobvyklé ¢i neZddouci reakce zvifat se zaméfenim
na piitomnost onemocnéni vzteklinou.

“Post mortem” diagnostika vztekliny - vzteklina byla diagnostikovana zmozkové kiry,
mozecku, prodlouZzené michy a Amonova rohu
metodou pfimé imunofluorescence (Dean and
Abelseth, 1973).

Stanoveni antirabickych protilditek - antirabické protilatky byly stanovovany ze sér testovanych

zvitat v stanovenych intervalech. Antirabické protilatky byly

stanovovany metodou FAVN testu (Cliquet and Barrat, 1996)

Jméno, adresa, pozice a kvalifikace zkousejici osoby:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Narozen: 26. listopadu 1953

Vzdélani: 1969 - 1973: Stredni zemédslska technicka $kola - obor veterindrni, Krométiz
1973 - 1979: Vysok4 8kola veterindrni, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, ndstupni praxe
1979 - 1980: vojenské prezenéni sluzba u veterinarni sluzby pohrani¢ni straZe

1980 - 1987: samostatny technicky kontrolor Utvaru kontroly a Fizenf jakosti
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1985 - 1990: kandidatské disertadni studium vé&dniho oboru epizootologie a
zoohygiena

1987 - 1995: vedouci Utvaru kontroly a fizenf jakosti

1995 - 1998: vyrobni feditel Biovety, s.r.o.

1998 - 2003: feditel sekce vyroby a vyvoje veterinarnich biopreparatl a [é¢iv
2003-2007: feditel sekce inovace a vyvoje biologickych pfipravka

od 1.1. 2007: z4stupce Feditele spolednosti, projekt manaZer, spole¢nost Bioveta, a.s.

Clenstvi v odbornych organizacich:
Ceskoslovenska spoleénost mikrobiologické - od r. 1980
Ceskoslovenské védeckd spole&nost pro mykologii - od r. 1980

Ceskoslovenska imunologicka spolegnost - od r, 1981

Odborn4 ¢innost:

Publikace:

Autor nebo spoluautor celkem 149 odbornych publikaci.

Autorskd osvédceni:

Autor nebo spoluautor 25 patenti.

Zavéredné oponentni zprdvy:

Autor nebo spoluautor 23 zdvérenych zprav pripravkl zavedenych do praxe.

Odbornd specializace: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Ovéieni vakeiny LYSVULPEN u ovef

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Aplikace Klinika Odbiry krve (IU/ml) PITVA - IF
Oveel. |  LYSVULPENU | 40 440 . mozkovd prodi.
per orédlné 0 - inic 1 més. 3 més. 6 més. iira mozecek miicha Amon. roh
1 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 1,41 1,35 1,28 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 2,60 2,33 2,05 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 2,15 1,98 1,77 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10* TCIDsp/mi neg. 0 1,66 1,58 1,36 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10*° TCIDse/ml neg. 0 1,90 1,88 1,75 neg. neg. neg. neg.
6 2,0x 10*° TCIDso/ml neg, 0 0,93 0,90 0,81 neg. neg. neg. neg.
7 2,0 x 10" TCID;o/ml neg. 0 2,15 2,00 1,90 neg. neg. neg. neg.
8 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 2,13 2,05 1,93 neg. neg, neg, neg.
9 2,0 x 10°° TCID;so/ml neg. ] 1,52 1,40 1,33 neg. neg. neg. neg.
10 2,0 x 10°* TCIDp/ml neg. 0 1,15 1,10 0,95 neg. neg. neg. neg.
Priimér neg, 0 1,76 1,657 1,513 neg. neg. neg. neg.
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A.INTRODUCERE
Aceastd sectiune sumarizeazi rezultatele inocuitétii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet., care contine
virusul vaccinului atenuat contra rabiei din tulpina SAD Bern, dupé administrarea acestui preparat

veterinar imunobiologic oilor.

B. CERINTE GENERALE

1. Testul de inocuitate a fost efectuat la oi.

2. Doza recomandatd a fost administrati in vederea efectudrii testului de inocuitate.
Testul de inocuitate a fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea Europeand si recomandaérile
WHO.

3. In scopurile efectudrii testului de inocuitate a fost pregitit un lot in conformitate cu documentatia

de inregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR

Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea Europeand 01/2008:0746
“Rabies vaccine (live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si in conformitate

cu recomandirile WHO.
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C.1. Inocuitatea In urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maxima

recomandata

Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maximi recomandati

Ia oi

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat in urma administrarii unei doze de 10 ori mai mari
decit doza maxima recomandata la 10 oi. Dupa 180 de zile de la administrarea vaccinului Lysvulpen
por. ad us. vet. nu au fost inregistrate simptome de rabie la animalele experimentale. Dup incheierea
perioadei de observatie, toate animalele experimentale au fost sacrificate, iar virusul rabiei nu a fost
detectat prin metoda imunofluorescentei directe in cortexul cerebral, in cerebel, in bulbul rahidian sau
in cornul Iui Ammon. Rabia nu a fost detectatd la niciunul dintre animalele testate. Determinarea

anticorpilor antirabici a fost pozitiva in perioada de 1, 2, 3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Analizi:

Oile pot fi o specie nevizati in consumarea momelii Lysvulpen por. ad us. vet. in general, oile sunt
sensibile moderat la infectarea cu rabie. Acest lucru a fost demonstrat si prin crearea de anticorpi in
urma administrérii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. pe parcursul a 6 luni de la administrarea
acestuia. Infectarea cu rabie nu a fost detectatdi nici in perioada de observatie de 180 de zile, nici la
examinarea creierului in vederea identificarii antigenului rabic. Perioada de observare de 180 de zile
este suficientd pentru manifestarea simptomelor de rabie la diferite animale si pésari. La
diagnosticarea de laborator a rabiei a fost utilizat, de asemenea, un test extrem de sensibil si specific

de imunofluorescenta directa.

Concluzie:
Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet s-a dovedit a fi inofensiv la administrarea a unei doze de 10 ori mai
mari decit doza maximi recomandatd administrate oral la oi. Aceastd concluzie este sustinuti de

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I11-a
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rezultatele monitorizérii clinice a animalelor experimentale pe o perioada de 180 de zile in urma
administrdrii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioard a animalelor

experimentale in vederea detectérii prezentei virusului rabiei.
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Lista si caracteristica animalelor supuse testului de inocuitate

(specie — oi)

Nr. de Caracteristica animalelor
Nr. ord. . ; .
oaie 1dent1ﬁcare VAret cox starea de Nota
oaie sdndtate

1 01 3 luni Q buna

2 02 3 luni a8 buni

3 03 3 luni 3 bund

4 04 3 luni Q bund

5 0S5 3 luni Q buni

6 06 3 luni a8 buni

7 07 3 luni a8 buna

8 08 3 luni Q buni

9 09 1 an 3 buni

10 010 1 an Q buna
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Protocolul de testare

a) Descrierea metodelor utilizate:

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse
- observarea si nregistrarea reactiilor adverse, a simptomelor clinice asociate cu rabia -
schimbdri Tn comportament, schimbari in expresia vocald, pareza musculard, paralizia
muschilor, acumularea si secretia de saliva, paralizia grupelor de muschi care duce la moartea
animalului.

a2) Diagnosticarea “post mortem” a rabiei
— imunofluorescentd directd (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Determinarea anticorpilor antirabici

—test FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate:

- seringd 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescentd, lameld de analizd

- instrumente de autopsie

- frigider 2 — 8 °C, congelator — 18 °C, unitate de congelare — 80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- lamele din PVC pentru culturi de tesuturi

- pipete pentru manipularea fesuturilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:

- carnet de notite pentru inregistrarea zilnica a starii clinice a animalelor
- materialul testat MSV Bio 10 + 1 intr-o dozi de vaccin de zece ori mai mare decit doza maximi
recomandati

- conjugat antirabic
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Ill-a
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- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescent directd si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor testate:

d1l) Specie - oi

d2) Categoria animalelor - dela 3 luni la un an

d3) Originea animalelor - animale din Republica Ceha

d4) Identificarea animalelor - adapostire individual, crotalii

dS5) Numarul de animale - 10 buc.

d6) Conditii de detinere si addpostire a animalelor - animalele experimentale au fost

adapostite individual, cate unul intr-o boxa

d7) Hrinirea animalelor - animalele au primit hrand de 3x pe
zi, dimineata, la prinz si seara. Hrana a constat in amestecuri de furaje speciale pentru oi din
aceastd categorie gi fan.

d8) Denumirea proprietarului de animale- Bioveta, a. s., cu sediul in Ivanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare - Bioveta, a.s., cu sediul in Ivanovice na Hané

e) Doza administrati, modul de administrare, schema de administrare, monitorizarea
temperaturii si a reactiilor clinice adverse

Doza administrati - 2,0 ml de virus de rabie testat
Modul de administrare - oral, artificial, cu ajutorul unei seringi PVC cu duzi de cauciuc
Schema de administrare - virusul testat a fost administrat in mod artificial o singuri dat

Monitorizarea reactiilor adverse - animalele experimentale au fost monitorizate zilnic si s-au
inregistrat toate reactiile neobisnuite sau nedorite ale animalelor - avndu-se in vedere prezenta rabiei.
Diagnosticarea “post mortem”a rabiei - rabia a fost examinat in cortexul cerebral, cerebel, bulbul

rahidian, si cornul lui Ammon prin metoda imunofluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973).

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a II1-a
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Determinarea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost determinati din serurile
animalelor testate 1n intervale de timp specificate. Anticorpii antirabici au fost

determinati pe baza testului FAVN (Cliquet and Barrat, 1996)

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat testarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
Nascut: 26 noiembrie 1953
Educatie: 1969 - 1973: Liceul Tehnic Agricol - profil veterinar, Kroméfiz
1973 - 1979: Universitatea Veterinari, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, practica
1979 - 1980: serviciul militar in cadrul serviciului veterinar de frontierd
1980 - 1987: controlor tehnic independent in cadrul Departamentului de control si
management al calititii
1985 - 1990: studii de doctorat in domeniul stiintific epizootologie si igiena veterinara
1987 - 1995: seful Departamentului de control si management al calitatii
1995 - 1998: director de productie in cadrul societdtii Bioveta, s.r.o.
1998 - 2003: directorul sectiei de productie si dezvoltare a medicamentelor si
produselor biologice veterinare
2003-2007: directorul sectiei de inovare si dezvoltare a produselor biologice

de 1a 01.01. 2007: director adjunct, manager de proiect in cadrul societétii Bioveta, a.s.

Calitatea de membru in organizatii profesionale:
Societatea Cehoslovaci pentru Microbiologie - din 1980
Societatea Stiintificd Cehoslovaca de Micologie - din 1980

Societatea Cehoslovaca de Imunologie - din 1981

Activitate profesionala:
Publicatii:
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Autor sau coautor al unui numiar de 149 de publicatii de specialitate.

Certificate de autor:

Autor sau coautor al unui numar de 25 de brevete.

Rapoarte finale:

Autor sau coautor al unui numar de 23 de rapoarte finale ale produselor introduse in practicd.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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. . Prelevare de singe (IU/ml) AUTOPSIE - IF
Oaia nr Administrare oral | Clinici (180
) LYSVULPEN zile) .. . . . cortex bulb cornul lui
0 - init 1 luni 3 luni 6 luni cerebel e
’ cerebral rahidian | Ammon
i 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 1,41 1,35 1,28 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10%° TCIDsy/ml neg. 0 2,60 2,33 2,05 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10>° TCIDso/ml neg. 0 2,15 1,98 1,77 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,66 1,58 1,36 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,90 1,88 1,75 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10 TCIDso/ml neg. 0 0,93 0,90 0,81 neg. neg. neg. neg.
7 2,0 x 10>° TCIDsy/ml neg. 0 2,15 2,00 1,90 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a [1I-a
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8 2,0 x 10>° TCIDs¢/ml neg. 0 2,13 2,05 1,93 neg. neg. neg. neg.

9 2,0 x 10*° TCIDs¢/ml neg. 0 1,52 1,40 1,33 neg. neg. neg. neg.

10 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 1,15 1,10 0,95 neg. neg. neg. neg.

Medie neg. 0 1,76 1,657 1,513 neg. neg. neg. neg.
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III. NESKODNOST

Skot
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A. UVOD

Tato ¢ast sumarizuje vysledky ne$kodnosti vakciny Lysvulpen por. ad us. vet., obsahujici atenuovany
vakcinaén{ virus vztekliny kmene SAD Bern, po aplikaci tohoto veterinarniho imunobiologického

prepardtu skotu.

B. VSEOBECNE POZADAVKY
1. Zkouska neskodnosti byla provedena u skotu,
2. Doporudena davka byla aplikovana za ugelem provedeni zkousky nekodnosti.

Zkouska neskodnosti byla provedena v souladu s Evropskym lékopisem a doporuc¢enim WHO,

3. Pro udely testu neskodnosti byla pfipravena Sarze v souladu s registraéni dokumentaci.

C. LABORATORNI TESTACE

Laboratorni testy byly provedeny v souladu s Evropskym lékopisem, 01/2008:0746 “Rabies vaccine

(live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) a doporu¢enim WHO.

LYSVULPEN por. ad us. vet Cast 111
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C.1. Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalni doporucené davky

Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalnf doporuéené davky u skotu

Souhrn:

Vakcina Lysvulpen por. ad us. vet. byla testovana po podani desetindsobné maximalni doporudené
divky u 10 ks skotu. Béhem 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. nebyly
zaznamenany Zadné priznaky vztekliny u pokusnych zvitat. Po ub&hnuti pozorovaci doby byla
viechna pokusnd zvifata utracena a virus vztekliny neby! prok4dzdn metodou primé imunofluorescence
v mozkové kiife, mozecku, prodlouZené mife a v Amonove rohu. V Z4dném piipadé nebyla prokazina
vzteklina u pokusnych zvifat. Stanoveni antirabickych protildtek bylo v obdobi |, 2, 3 a 6 mésict po

aplikaci viru pozitivni.

Diskuse:

Skot mlzZe byt necilovym druhem v pfijiméni ndvnad Lysvulpen por. ad us. vet. Obecné je skot
stfedné vnimavy k onemocnéni vzteklinou. To bylo prokdzéno i ve vytvofeni si protilatek po aplikaci
vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. v pribé¢hu 6 mésici po jeji aplikaci. TéZ nebylo prokézano
onemocnéni vzteklinou v pribéhu pozorovaci doby 180 dni a naslednym vySetfenim mozku na
piitomnost vzteklinového antigenu nebyla laboratorné téZ vzteklina prokézana. Pozorovaci doba 180
dnf je dostatend pro projeveni se pfiznakid vztekliny u v8ech druhfi zvifat i ptakl. Pro laboratorni

diagnostiku vztekliny byl téZ pouZit vysoce citlivy a specificky test pfimé imunofluorescence.

Zaver:

Vakcina Lysvulpen por. ad us. vet se prokézala byt neSkodnd v desetindsobné maximélni doporudengd
dévce aplikované per os skotu.Tento zavér je podlozen vysledky klinického sledovéni pokusnych
zvitat po dobu 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. a naslednym vySetfenim mozku

pokusnych zvifat na pfitomnost viru vztekliny.
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Seznam a charakteristika zvifat zahrnutych do zkou$ky neSkodnosti
(druh — Skot)

y . s Charakteristika zvifat
Poradové | Ident. ¢islo Poznamka
gislo skotu skotu vék pohlavi zdravc?tni
kondice
1 S1 3 mésice Q dobra
2 S2 3 mésice Q dobra
3 S3 3 mésict 38 dobra
4 S4 3 mésice 3 dobra
5 S5 3 mésich Q dobra
6 S6 3 mésice I} dobra
7 S7 3 mésicl Q dobra
8 S8 3 mésice Q dobra
9 S9 1 rok 3 dobra
10 S10 1 rok ) dobra
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Testa¢ni protokol

a) Popis uzitych metod:

al) Monitorovani a vyhodnoceni nezadoucich reakeci
— pozorovéani nezddoucich reakci a zaznamenavani neZ4doucich reakei, klinickych symptomt
spojenych se vzteklinou — zména chovani, zména hlasového projevu, paréza svali, paralyza
svall, hromadéni a vylu€ovani slin, paralyza svalovych skupin vedoucich ke smrti zvifete.

a2) “Post mortem” diagnostika vztekliny
— pfimd imunofluorescence {Dean and Abelseth, 1973).

a3) Stanoveni antirabickych protilatek
—~FAVN test — detekce antirabickych protilatek (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Popis pouZitych ndstroji a zafizeni:

- injekénf stFikacka 2 ml s aplikatorem

- imunofluorescenéni mikroskop, podloZni sklicka

- pitevni naradf

- ledni¢ka 2 — 8 °C, mrazni¢ka — 18 °C, hlubokomrazici pult — 80 °C
- termostat 37 °C s 5% CO,

- umélohmotné desticky pro préci s tkdlovymi kulturami

- pipety pro préci s tkdflovymi kulturami

¢) Popis pouZitého materialu:

- notes na zaznamendavani denniho klinického stavu zvifat

- testovany materidl MSV Bio 10 + 1 v desetindsobku maximalniho pouZivaného vakcina¢niho
titru

- konjugét antirabicky

- standardy k provadéni pfimé imunofluorescence a FAVN testu

d) PoufZiti testovanych zviiat:

d1) Druh - skot

d2) Kategorie zvirat - od 3 mésict do [ roku
d3) Puivod zviiat - zvifata z Ceské republiky
d4) Identifikace zvifat - udni znamky

dS) Podet zvirat - 10 ks
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d6) Podminky pro drZeni a umisténi zvifat - pokusna zvifata byla umisténa individualng
v boxech po 1 ks

d7) Krmeni zviiat -zvifata dostavala krmeni 3x denné, rano,
v poledne a veer, Strava spoéivala ze
specidlnich krmnych smési pro skot
té&chto kategorii a luéniho sena.

d8) Jméno vlastnika zviFat - Bioveta, a. s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

d9) Jméno testovaciho zaFizeni - Bioveta, a.s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

€) Aplikaéni ddvka, zplisob_aplikace, aplika¢ni schéma, teplotni monitoring a sledovini
klinickych nezidoucich reakei

Aplikalni divka - 2,0 ml testovaného viru vztekliny

Zpisob aplikace - per 0s, uméle, za pomoci umélohmotné sttikacky s gumovym néstavcem
Aplikaéni schéma - testovany virus byl aplikovdn umélym zplisobem jednorazove

Pozorovini neZaddoucich reakei - pokusné zvitata byla sledovéna denn¢ a byly zaznamendvény

vechny neobvyklé &i neZiddouci reakce zvifat se zaméfenim
na pfitomnost onemocnéni vzteklinou.

“Post mortem” diagnostika vztekliny - vzteklina byla diagnostikovdna z mozkové kury,
mozecku, prodlouzené michy a Amonova rohu
metodou pF¥imé imunofluorescence (Dean and
Abelseth, 1973).

Stanoveni antirabickych protilatek - antirabické protilatky byly stanovovény ze sér testovanych

zvifat v stanovenych intervalech. Antirabické protilatky byly

stanovovany metodou FAVN testu (Cliquet and Barrat, 1996)

Jméno, adresa, pozice a kvalifikace zkouSejici osoby:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Narozen: 26. listopadu 1953

Vzdélani: 1969 - 1973: Stredni zemadglska technicka skola - obor veterinarni, Krométiz
1973 - 1979: Vysoka $kola veterinarni, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, ndstupni praxe
1979 - 1980: vojenska prezenéni sluZba u veterinarni sluZby pohrani¢nf straZe

1980 - 1987: samostatny technicky kontrolor Utvaru kontroly a Fizeni jakosti
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1985 - 1990: kandidatské disertadni studium vé&dniho oboru epizootologie a
zoohygiena

1987 - 1995: vedouci Utvaru kontroly a fizeni jakosti

1995 - 1998: vyrobni feditel Biovety, s.r.o0.

1998 - 2003: feditel sekece vyroby a vyvoje veterindrnich biopreparath a 1é¢iv
2003-2007: feditel sekce inovace a vyvoje biologickych pEipravki

od 1.1. 2007: zastupce feditele spole€nosti, projekt manaZer, spole¢nost Bioveta, a.s.

Clenstvi v odbornych organizacich:
Ceskoslovenska spole¢nost mikrobiologicka - od r. 1980
Ceskoslovenska vdecké spoletnost pro mykologii - od r. 1980

Ceskoslovenska imunologicka spole¢nost - od r. 1981

Odborna ¢innost:

Publikace:

Autor nebo spoluautor celkem 149 odbornych publikaci.

Autorska osvédceni:

Autor nebo spoluautor 25 patent?.

Zavérecné oponentni zprdvy:

Autor nebo spoluautor 23 zavérenych zprav piipravki zavedenych do praxe.

Odbornd specializace: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Ovéieni vakeiny LYSVULPEN u skotu

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Skot Aplikace Kiinika Odbéry krve (IU/ml) PITVA - IF
¢ LYSVULPENU | 184 gup) nozkovd odl
' per ordlné 0 - inic 1 més. 3 més. 6 més. ! z° o mozelek prodl. 4 toon, roh

kiira micha
1 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 0,99 0,85 0,77 neg. neg. neg, neg.
2 2,0 % 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,15 1,05 0,95 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 0,65 0,77 0,60 neg. neg. neg. neg,
4 2,0 x 10°° TCIDse/mi neg. 0 1,21 1,19 1,10 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10°° TCID5o/ml neg. 0 1,17 1,10 1,00 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10°° TCIDso/m! neg. 0 0,88 0,93 0,90 neg. neg. neg. neg.

_—
7 2,0 x 10°° TCID so/ml neg. 0 1,35 1,15 1,09 neg. neg. neg. neg.
8 2,0 x 10%° TCID so/ml neg. 0 1,45 1,22 1,19 neg. neg. neg. neg.
9 2,0x 16°° TCIDso/ml neg. 0 0,95 0,90 0,88 neg. neg. neg. neg.
10 2,0 x 10 TCID so/ml neg. 0 1,10 1,05 0,95 neg, neg. neg. neg.
Pramér neg. 0 1,09 1,021 0,943 neg, neg. neg. neg,
LYSVULPEN por. ad us. vet Cast I
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III. INOCUITATE

Bovine

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Ill-a

Cluj-Napoca, Bulevardul Erollor nr. 45, ap. 1, tel: (+04) 0264-439277
Sighetu Marmatiei, Str.Bogdan Vodi nr.5,ap.17, tel: (+04) 0262-31003; Bragov, Bdul. 15 Nolembrie nr. 76, tel. 0720.044.471
e-mail; office@translatorsrl.com ; www.translatorsrl.com



mailto:comm@bioveta.cz
mailto:offlce@translatorsrl.com
http://www.translatorsrl.com

Traducere din limba cehd
sk st sk ok ok ok st ok ok ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok sk sk ok sk ok skooR o sk ok ok e ok ook ok sk sk skosk ok ok sk ok ok sk sk sk okok sk sk sk skl sk ok sk ok ko ke sk ok sk ok ok sk sk koo

i BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

CUPRINS

A. INTRODUCERE

B. CERINTE GENERALE

C. TESTE DE LABORATOR
C.1. Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza

maxima recomandati
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A. INTRODUCERE
Aceastd sectiune sumarizeaza rezultatele inocuitétii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet., care confine
virusul vaccinului atenuat contra rabiei din tulpina SAD Bern, dupd administrarea acestui preparat

veterinar imunobiologic bovinelor.

B. CERINTE GENERALE

1. Testul de inocuitate a fost efectuat la bovine.

2. Doza recomandatd a fost administrata in vederea efectudrii testului de inocuitate.
Testul de inocuitate a fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea Europeand si recomandarile
WHO.

3. In scopurile efectudrii testului de inocuitate a fost pregatit un lot in conformitate cu documentatia

de nregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR

Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea Europeand 01/2008:0746
“Rabies vaccine (live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si in conformitate

cu recomandirile WHO.
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C.1. Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decat doza maxima

recomandati

Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maxima recomandata

la bovine

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat in urma administrarii unei doze de 10 ori mai mari
decdt doza maximid recomandatd la 10 bovine. Dupd 180 de zile de la administrarea vaccinului
Lysvulpen por. ad us. vet. nu au fost inregistrate simptome de rabie la animalele experimentale. Dupa
incheierea perioadei de observatie, toate animalele experimentale au fost sacrificate, iar virusul rabiei
nu a fost detectat prin metoda imunofluorescentei directe in cortexul cerebral, n cerebel, in bulbul
rahidian sau in cornul lui Ammon. Rabia nu a fost detectatd la niciunul dintre animalele testate.
Determinarea anticorpilor antirabici a fost pozitiva in perioada de 1, 2, 3 si 6 luni de la administrarea

virusului.

Analiza:

Bovinele pot fi o specie nevizatd in consumarea momelii Lysvulpen por. ad us. vet. In general,
bovinele sunt sensibile moderat la infectarea cu rabie. Acest lucru a fost demonstrat si prin crearea de
anticorpi in urma administrérii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. pe parcursul a 6 luni de la
administrarea acestuia. Infectarea cu rabie nu a fost detectatd nici in perioada de observatie de 180 de
zile, nici la examinarea creierului in vederea identificarii antigenului rabic. Perioada de observare de
180 de zile este suficientd pentru manifestarea simptomelor de rabie la diferite animale si pdsdri. La
diagnosticarea de laborator a rabiei a fost utilizat, de asemenea, un test extrem de sensibil si specific

de imunofluorescentd directi.
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Concluzie:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet s-a dovedit a fi inofensiv la administrarea a unei doze de 10 ori mai
mari decit doza maximi recomandatd administrate oral la bovine Aceastd concluzie este sustinuta de
rezultatele monitorizérii clinice a animalelor experimentale pe o perioadd de 180 de zile in urma
administrarii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioard a animalelor

experimentale in vederea detectdrii prezentei virusului rabiei.
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Lista si caracteristica animalelor supuse testului de inocuitate

(specie — Bovine)

Nr. de Caracteristica animalelor
Nr. ord. . . o
bovini identificare s starea de Nota
bovini varsta Sex sinitate
1 B1 3 luni Q buna
2 B2 3 luni Q@ buni
3 B3 3 luni aé buni
4 B4 3 luni 38 buni
5 BS5 3 luni Q buna
6 B6 3 luni ) buni
7 B7 3 luni Q buna
8 B8 3 luni Q buni
9 B9 1 an 4 buni
10 B10 1an 3 buna
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Protocolul de testare

a) Descrierea metodelor utilizate:

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse
- observarea §i inregistrarea reactiilor adverse, a simptomelor clinice asociate cu rabia -
schimbari in comportament, schimbdri In expresia vocald, pareza musculard, paralizia
mugchilor, acumularea si secretia de salivd, paralizia grupelor de mugchi care duce la moartea
animalului.

a2) Diagnosticarea “post mortem” a rabiei
— imunofluorescentd directd (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Determinarea anticorpilor antirabici

—test FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate:

- seringé 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescentd, lameld de analizi

- instrumente de autopsie

- frigider 2 — 8 °C, congelator — 18 °C, unitate de congelare — 80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- lamele din PVC pentru culturi de tesuturi

- pipete pentru manipularea tesuturilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:

- carnet de notite pentru inregistrarea zilnic3 a stérii clinice a animalelor
- materialul testat MSV Bio 10 + 1 intr-o dozi de vaccin de zece ori mai mare decit doza maxima
recomandati

- conjugat antirabic
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- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescents directd si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor testate:

d1) Specie - bovine

d2) Categoria animalelor - de la 3 luni la un an

d3) Originea animalelor - animale din Republica Ceha

d4) Identificarea animalelor - crotalii

d5) Numairul de animale - 10 buc.

d6) Conditii de detinere si adipostire a animalelor - animalele experimentale au fost

adapostite individual, cate unul intr-o boxa

d7) Hrinirea animalelor - animalele au primit hrand de 3x pe
zi, dimineafa, la prinz si seara. Hrana a constat in amestecuri de furaje speciale pentru bovine
din aceastd categorie si fan.

d8) Denumirea proprietarului de animale - Bioveta, a. s., cu sediul in Ivanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare - Bioveta, a.s., cu sediul in Ivanovice na Hané

€) Doza_administrati, modul de administrare, schema de administrare, monitorizarea
temperaturii si a reactiilor clinice adverse

Doza administrati - 2,0 ml de virus de rabie testat
Modul de administrare - oral, artificial, cu ajutorul unei seringi PVC cu duza de cauciuc
Schema de administrare - virusul testat a fost administrat in mod artificial o singura dati

Monitorizarea reactiilor adverse - animalele experimentale au fost monitorizate zilnic gi s-au
inregistrat toate reactiile neobignuite sau nedorite ale animalelor - avindu-se in vedere prezenta rabiei.
Diagnosticarea “post mortem”a rabiei - rabia a fost examinaté in cortexul cerebral, cerebel, bulbul

rahidian, si cornul lui Ammon prin metoda imunofluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973).
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Determinarea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost determinafi din serurile
animalelor testate in intervale de timp specificate. Anticorpii antirabici au fost determinati pe baza
testului FAVN (Cliquet and Barrat, 1996)

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat testarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
Niscut: 26 noiembrie 1953
Educatie: 1969 - 1973: Liceul Tehnic Agricol - profil veterinar, Krométiz
1973 - 1979: Universitatea Veterinard, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, practica
1979 - 1980: serviciul militar in cadrul serviciului veterinar de frontierd
1980 - 1987: controlor tehnic independent in cadrul Departamentului de control si
management al calitatii
1985 - 1990: studii de doctorat in domeniul stiintific epizootologie si igiend veterinarad
1987 - 1995: seful Departamentului de control si management al calitatii
1995 - 1998: director de productie in cadrul societdtii Bioveta, s.r.o.
1998 - 2003: directorul sectiei de productie §i dezvoltare a medicamentelor si
produselor biologice veterinare
2003-2007: directorul sectiei de inovare si dezvoltare a produselor biologice

de 1a 01.01. 2007: director adjunct, manager de proiect in cadrul societitii Bioveta, a.s.

Calitatea de membru in organizatii profesionale:
Societatea Cehoslovaci pentru Microbiologie - din 1980
Societatea Stiintificd Cehoslovacd de Micologie - din 1980

Societatea Cehoslovaci de Imunologie - din 1981

Activitate profesionala:
Publicatii:
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1 BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Autor sau coautor al unui numér de 149 de publicatii de specialitate.

Certificate de autor:

Autor sau coautor al unui numar de 25 de brevete.

Rapoarte finale:

Autor sau coautor al unui numdér de 23 de rapoarte finale ale produselor introduse in practica.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Testarea vaccinului LYSVULPEN la bovine

Prelevare de singe (1U/ml) AUTOPSIE - IF
Bovina nr Administrare orald | Clinica (180
: LYSVULPEN zile) .. . . . cortex bulb cornul lui
0 - init 1 luni 3 luni 6 luni cerebel -
’ cerebral rahidian | Ammon
1 2,0 x 10°° TCIDsy/ml neg. 0 0,99 0,85 0,77 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10*° TCIDso/ml neg. 0 1,15 1,05 0,95 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10°° TCIDsy/ml neg. 0 0,65 0,77 0,60 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 1,21 1,19 1,10 neg. neg. neg. neg.
5 2,0 x 10*° TCIDso/ml neg. 0 1,17 1,10 1,00 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10*° TCIDs¢/ml neg. 0 0,88 0,93 0,90 neg. neg. neg. neg.
7 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 1,35 1,15 1,09 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a IlI-a
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8 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,45 1,22 1,19 neg. neg. neg. neg.

9 2,0 x 10°° TCIDsp/ml neg. 0 0,95 0,90 0,88 neg. neg. neg. neg.

10 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,10 1,05 0,95 neg. neg. neg. neg.

Medie neg. 0 1,09 1,021 0,943 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Ill-a
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III. NESKODNOST

Koné
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B. VSEOBECNE POZADAVKY

C. LABORATORNI TESTY

C.1. NeSkodnost po aplikaci desetinasobné maximalni doporucené davky
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A.UVOD
Tato ¢ast sumarizuje vysledky neskodnosti vakeiny Lysvulpen por. ad us. vet., obsahujici atenuovany
vakcinaéni virus vztekliny kmene SAD Bern, po aplikaci tohoto veterinarniho imunobiologického

preparatu konim.

B. VSEOBECNE POZADAVKY
1. Zkouska neSkodnosti byla provedena u koni.
2. Doporugend davka byla aplikovana za Gigelem provedeni zkousky neskodnosti.

Zkouska ne$kodnosti byla provedena v souladu s Evropskym lékopisem a doporu¢enim WHO.

3. Pro Ggely testu neskodnosti byla pripravena $arZe v souladu s registraéni dokumentaci.

C. LABORATORNI TESTACE

Laboratorni testy byly provedeny v souladu s Evropskym lékopisem, 01/2008:0746 “Rabies vaccine

(live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) a doporu¢enim WHO.

LYSVULPEN por. ad us. vet Cast 111
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C.1. Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalni doporucené davky

Neskodnost po aplikaci desetindsobné maximalni doporucené diavky u koni

Souhrn:

Vakeina Lysvulpen por. ad us. vet. byla testovdna po podéani desetindsobné maximaln{ doporucensd
davky u 10 ks koni. Béhem 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. nebyly
zaznamenany Z4dné piiznaky vztekliny u pokusnych zvifat. Po ub&hnuti pozorovaci doby byla
v8echna pokusnd zvifata utracena a virus vztekliny nebyl prokdzan metodou pfimé imunofluorescence
v mozkové kiife, mozecku, prodlouZené mie a v Amonove rohu. V Zadném piipade nebyla prokdzana
vzteklina u pokusnych zvifat. Stanoveni antirabickych protilatek bylo v obdobi 1, 2, 3 a 6 mésicii po

aplikaci viru pozitivni.

Diskuse:

Kon¢ mohou byt necilovym druhem v pfijimani ndvnad Lysvulpen por. ad us. vet. Obecné jsou kong
stfedng vnimavi k onemocnéni vzteklinou. To bylo prokdzéno i ve vytvoreni si protilatek po aplikaci
vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. v prib&hu 6 mésich po jeji aplikaci. TéZ nebylo prokdzano
onemocnéni vzteklinou v pribéhu pozorovaci doby 180 dni a naslednym vySetfenim mozku na
pritomnost vzteklinového antigenu nebyla laboratorng téz vzteklina prokazana. Pozorovaci doba 180
dnf je dostatend pro projeveni se pFiznakd vztekliny u vSech druhii zvifat i ptakd. Pro laboratorni

diagnostiku vztekliny byl téZ pouZit vysoce citlivy a specificky test pfimé imunofluorescence.

Zavér:

Vakcina Lysvulpen por. ad us. vet se prokdzala byt ne$kodnd v desetindsobné maximalni doporu¢ené
dévce aplikované per os konim. Tento zavér je podloZen vysledky klinického sledovani pokusnych
zvitat po dobu 180 dni po aplikaci vakciny Lysvulpen por. ad us. vet. a ndslednym vySetifenim mozku

pokusnych zvifat na pfitomnost viru vztekliny.
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Seznam a charakteristika zvifat zahrnutych do zkou$ky ne§kodnosti

{druh — kong)

y . “ Charakteristika zvifat
Pofadové | Ident. &islo . Poznimka
¢islo kong kong vik pohlavi zdravc'>tn1
kondice
1 K1 3 mésice 3 dobra
2 K2 3 mésice Q dobré
3 K3 3 mésict 1) dobra
4 K4 3 mésice 48 dobra
5 K5 3 mésict Q dobra
6 K6 3 mésice 48 dobra
7 K7 3 mésich Q dobra
8 K8 3 mésice Q dobrd
9 K9 1 rok & dobra
10 K10 1 rok Q dobra

LYSVULPEN por. ad us. vet
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Testaéni protokol

a) Popis uzitych metod:

al) Monitorovani a vyhodnoceni neZadoucich reakei
— pozorovani neZadoucich reakci a zaznamendvani neZadoucich reakei, klinickych symptomu
spojenych se vzteklinou — zmé&na chovéni, zména hlasového projevu, paréza svalli, paralyza
svaltl, hromadéni a vylugovani slin, paralyza svalovych skupin vedoucich ke smrti zvifete.

a2) “Post mortem” diagnostika vztekliny
- pfima imunofluorescence (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Stanoveni antirabickych protilatek

—FAVN test — detekce antirabickych protilatek (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Popis pouzitych nistroju a zafizeni:
- injekéni stéikacka 2 ml s aplikdtorem
- imunofluorescenéni mikroskop, podlozni skli¢ka
- pitevni naradi
- ledni¢ka 2 — 8 °C, mraznicka — 18 °C, hlubokomrazici pult — 80 °C
- termostat 37 °C s 5% CO,
- umélohmotné desti¢ky pro praci s tkdfiovymi kulturami

- pipety pro préci s tkatiovymi kulturami

¢) Popis pouzitého materialu:

- notes na zaznamenavani denniho klinického stavu zvifat

- testovany materidl MSV Bio 10 + 1 v desetinasobku maximalniho pouzivaného vakcinadniho
titru

- konjugét antirabicky

- standardy k provadéni pifimé imunofluorescence a FAVN testu

d) Pouziti testovanych zviFat:

d1) Druh - kong

d2) Kategorie zvifat - od 3 mésicl do 1 roku

d3) Pivod zvifat - zvitata z Ceské republiky

d4) Identifikace zviFat - individudlni ust4jent, tetovani
dS) Podet zvirat -10 ks

LYSVULPEN por. ad us. vet Cast I11
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d6) Podminky pro drZeni a umisténi zviiat - pokusnd zvifata byla umisténa individualné
v boxech po 1 ks

d7) Krmeni zvifat -zvifata dostdvala krmeni 3x denng, rano,
v poledne a vecer. Strava spodivala ze
specialnich krmnych smési pro koné
téchto kategorii a luéniho sena.

d8) Jméno vlastnika zvitat - Bioveta, a. s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

d9) Jméno testovaciho zafizeni - Bioveta, a.s., se sidlem v Ivanovicich na Hané

e) Aplikaéni_dévka, zpusob aplikace, aplika¢ni schéma, teplotni monitoring a sledovani
klinickych nezddoucich reakef

Aplikaéni davka - 2,0 ml testovancho viru vztekliny

Zpiisob aplikace - per 0s, uméle, za pomoci umélohmotné stfikacky s gumovym néstavcem
Aplika¢ni schéma - testovany virus byl aplikovan umélym zpisobem jednordzové

Pozorovani nezadoucich reakei - pokusné zvifata byla sledovana denng a byly zaznamenévany

v8echny neobvyklé ¢i neZddouci reakce zvifat se zaméfenim
na pritomnost onemocnéni vzteklinou,

“Post mortem” diagnostika vztekliny - vzteklina byla diagnostikovdna zmozkové kiry,
mozedkuy, prodlouZené michy a Amonova rohu
metodou primé imunofluorescence (Dean and
Abelseth, 1973).

Stanoveni antirabickych protilatek - antirabické protilatky byly stanovovany ze sér testovanych

zvifat v stanovenych intervalech. Antirabické protilatky byly

stanovovany metodou FAVN testu (Cliquet and Barrat, 1996)

Jméno, adresa, pozice a kvalifikace zkousejici osoby:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Narozen: 26. listopadu 1953

Vzdélani: 1969 - 1973: Stredni zem&dglska technicka Skola - obor veterindrni, Kromé&iiz
1973 - 1979: Vysoka $kola veterindrni, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, nastupni praxe
1979 - 1980: vojenska prezenéni sluzba u veterinarni sluzby pohrani¢ni straze

1980 - 1987: samostatny technicky kontrolor Utvaru kontroly a fizenf jakosti
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1985 - 1990: kandidatské disertatni studium ve&dniho oboru epizootologie a
zoohygiena

1987 - 1995: vedouci Utvaru kontroly a Fizen jakosti

1995 - 1998: vyrobni feditel Biovety, s.r.o.

1998 - 2003: feditel sekce vyroby a vyvoje veterinarnich biopreparatii a 1é¢iv
2003-2007: fedite! sekce inovace a vyvoje biologickych piipravki

od 1.1. 2007: zéstupce feditele spole¢nosti, projekt manaZer, spolednost Bioveta, a.s.

Clenstvi v odbornych organizacich:
Ceskoslovensk4 spole¢nost mikrobiologicka - od r. 1980
Ceskoslovenské védecka spolednost pro mykologii - od r. 1980

Ceskoslovenské imunologické spolegnost - od r. 1981

Odborna ¢innost:

Publikace:

Autor nebo spoluautor celkem 149 odbornych publikaci.

Autorské osvédceni:

Autor nebo spoluautor 25 patent.

Zdavérecné oponentni zprdvy:

Autor nebo spoluautor 23 zavérednych zprav piipravkl zavedenych do praxe.

Odbornd specializace: imunologie, virologie

MVDr, Viadimir Vrzal, CSc.
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Ovéfeni vakeiny LYSVULPEN u koni

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Aplikace Klinika Odbéry krve (IU/ml) PITVA - IF
K & LYSVULPENU (180 dni) L, mozkovd prodl.

per orilné 0 - inic 1 més. 3 més. 6 més. kira mozelek micha Amon. roh
1 2,0 x 10°° TCID so/ml neg. 0 0,95 0,89 0,81 neg. neg. neg. neg.
2 2,0x 10> TCIDso/ml neg. 0 1,21 1,19 1,15 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 107 TCID 5o/ml neg. 0 0,95 0,90 0,83 neg. neg. neg, neg.
4 2,0 x 10> TCID so/ml neg. 0 1,55 1,39 1,25 neg. neg. neg. neg.
5 2,0x 10> TCID5o/ml neg. 0 1,41 1,30 1,25 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10°* TCID so/ml neg. 0 0,95 0,88 0,75 neg. neg, neg, neg.
7 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 1,41 1,19 1,15 neg. neg. neg. neg.
8 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 1,35 1,28 1,16 neg. neg. neg. neg.
9 2,0 x 10* TCID5o/ml neg. 0 0,95 0,88 0,80 neg. neg. neg. neg.
10 2,0 x 10°° TCIDo/ml neg. 0 0,90 0,85 0,83 neg. neg. neg. neg.
Primér neg. 0 1,163 1,075 0,998 neg. neg. neg, neg,

LYSVULPEN por. ad us. vet Cést 11
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1II. INOCUITATE

Cai
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CUPRINS

A, INTRODUCERE

B. CERINTE GENERALE

C. TESTE DE LABORATOR
C.1. Inocuitatea in urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza

maxima recomandata

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I1l-a
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A. INTRODUCERE
Aceastd sectiune sumarizeaza rezultatele inocuitétii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet., care confine
virusul vaccinului atenuat contra rabiei din tulpina SAD Bern, dupd administrarea acestui preparat

veterinar imunobiologic cailor.

B. CERINTE GENERALE

1. Testul de inocuitate a fost efectuat la cai.

2. Doza recomandati a fost administrata in vederea efectudrii testului de inocuitate.
Testul de inocuitate a fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea Europeana si recomandarile
WHO.

3. In scopurile efectudrii testului de inocuitate a fost pregitit un lot in conformitate cu documentatia

de nregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR
Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea Europeand 01/2008:0746

“Rabies vaccine (live, oral) for foxes (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si In conformitate

cu recomandarile WHO.

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a IlI-a
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i BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
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C.1. Inocuitatea In urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maxima

recomandati

Inocuitatea In urma administririi unei doze de 10 ori mai mari decit doza maxima recomandati

la cai

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat in urma administrarii unei doze de 10 ori mai mari
decit doza maxima recomandata la 10 cai. Dupa 180 de zile de la administrarea vaccinului Lysvulpen
por. ad us. vet. nu au fost inregistrate simptome de rabie la animalele experimentale. Dupé incheierea
perioadei de observatie, toate animalele experimentale au fost sacrificate, iar virusul rabiei nu a fost
detectat prin metoda imunofluorescentei directe in cortexul cerebral, in cerebel, in bulbul rahidian sau
in cornul lui Ammon. Rabia nu a fost detectatd la niciunul dintre animalele testate. Determinarea

anticorpilor antirabici a fost pozitiva Tn perioada de 1, 2, 3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Analizi:

Caii pot fi o specie nevizatd in consumarea momelii Lysvulpen por. ad us. vet. fn general, caii sunt
sensibili moderat la infectarea cu rabie. Acest lucru a fost demonstrat si prin crearea de anticorpi in
urma administrarii vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. pe parcursul a 6 luni de la administrarea
acestuia. Infectarea cu rabie nu a fost detectatd nici in perioada de observatie de 180 de zile, nici la
examinarea creierului tn vederea identificérii antigenului rabic. Perioada de observare de 180 de zile
este suficientd pentru manifestarea simptomelor de rabie la diferite animale §i péséri. La
diagnosticarea de laborator a rabiei a fost utilizat, de asemenea, un test extrem de sensibil §i specific

de imunofluorescenti direct.

Concluzie:
Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet s-a dovedit a fi inofensiv la administrarea a unei doze de 10 ori mai

mari decdt doza maxim# recomandatid administrate oral la cai. Aceastd concluzie este sustinutd de
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I1l-a
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im BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

rezultatele monitorizirii clinice a animalelor experimentale pe o perioadd de 180 de zile in urma
administririi vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioard a animalelor

experimentale in vederea detectarii prezentei virusului rabiei.

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I1I-a
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Lista si caracteristica animalelor supuse testului de inocuitate

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,

tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

(specie — cai)

Nr. de Caracteristica animalelor
Nr. ord. cal | identificare . starea de Notd
cal varsta sex sinatate

1 Cl 3 luni 3 buna
2 C2 3 luni Q buni
3 C3 3 luni I3 buna
4 C4 3 luni 1) buni
5 CS5 3 luni Q buni
6 C6 3 luni 4 buni
7 C7 3 luni Q buna
8 C8 3 luni Q buna
9 C9 [ an & buni
10 C10 1 an Q buni

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a IlI-a
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1 BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Protocolul de testare

a) Descrierea metodelor utilizate:

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse
- observarea si nregistrarea reactiilor adverse, a simptomelor clinice asociate cu rabia -
schimbéri 1n comportament, schimbdri in expresia vocald, pareza musculard, paralizia
muschilor, acumularea si secretia de saliva, paralizia grupelor de muschi care duce la moartea
animalului.

a2) Diagnosticarea “post mortem” a rabiei
— imunofluorescentd directa (Dean and Abelseth, 1973).

a3) Determinarea anticorpilor antirabici

—test FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet and Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate:

- seringd 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescentd, lamela de testare

- instrumente de autopsie

- frigider 2 — 8 °C, congelator — 18 °C, unitate de congelare — 80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- lamele din PVC pentru culturi de tesuturi

- pipete pentru manipularea tesuturilor

c) Descrierea materialelor utilizate:

- carnet de notite pentru Inregistrarea zilnica a stirii clinice a animalelor
- materialul testat MSV Bio 10 + 1 1ntr-o dozi de vaccin de zece ori mai mare decit doza maximi

recomandati

LYSVULPEN por. ad us, vet Partea a Ill-a
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1 BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor testate:

d1) Specie - cai

d2) Categoria animalelor -dela3lunilalan

d3) Originea animalelor - animale din Republica Cehd

d4) Identificarea animalelor - addpostire individuald, tatuaje

d5) Numiirul de animale - 10 buc.

d6) Conditii de detinere si addpostire a animalelor - animalele experimentale au fost

adipostite individual, cite unul Intr-o boxa

d7) Hranirea animalelor - animalele au primit hrana de 3x pe zi
- dimineata, la pranz si seara, Hrana a constat in amestecuri de furaje speciale pentru cai din
aceastd categorie si fan.

d8) Denumirea proprietarului de animale - Bioveta, a. s., cu sediul in Ivanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare - Bioveta, a.s., cu sediul in Ivanovice na Hané

e) Doza administrati, modul de administrare, schema de administrare, monitorizarea
temperaturii si a reactiilor clinice adverse

Doza administrata - 2,0 ml de virus de rabie testat
Modul de administrare - oral, artificial, cu ajutorul unei seringi PVC cu duzi de cauciuc
Schema de administrare - virusul testat a fost administrat in mod artificial o singurd data

Monitorizarea reactiilor adverse - animalele experimentale au fost monitorizate zilnic §i s-au

inregistrat toate reactiile neobignuite sau nedorite ale animalelor - avindu-se in vedere prezenta rabiei.

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Il1-a
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i1 BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Diagnosticarea “post mortem”a rabiei - rabia a fost examinatd in cortexul cerebral, cerebel,
bulbul rahidian, si cornul [ui Ammon prin metoda imunofluorescentei directe (Dean and Abelseth,
1973).

Determinarea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost determinati din serurile
animalelor testate in intervale de timp specificate. Anticorpii antirabici au fost determinati pe baza

testului FAVN (Cliquet and Barrat, 1996)

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat testarea:
MVDr, Viadimir Vrzal, CSc.
Nascut: 26 noiembrie 1953
Educatie: 1969 - 1973: Liceul Tehnic Agricol - profil veterinar, Kromé&fiz
1973 - 1979: Universitatea Veterinara, Brno
1. 4. 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, practica
1979 - 1980: serviciul militar in cadrul serviciului veterinar de frontierd
1980 - 1987: controlor tehnic independent in cadrul Departamentului de control si
management al calit#tii
1985 - 1990: studii de doctorat in domeniul stiintific epizootologie si igiend veterinard
1987 - 1995: seful Departamentului de control gi management al calitatii
1995 - 1998: director de productie in cadrul societatii Bioveta, s.r.o.
1998 - 2003: directorul sectiei de productie si dezvoltare a medicamentelor si
produselor biologice veterinare
2003-2007: directorul sectiei de inovare si dezvoltare a produselor biologice

de 1a 01.01. 2007: director adjunct, manager de proiect in cadrul societatii Bioveta, a.s.

Calitatea de membru in organizatii profesionale:
Societatea Cehoslovaca pentru Microbiologie - din 1980

Societatea Stiintificd Cehoslovaca de Micologie - din 1980

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Ill-a
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BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Societatea Cehoslovacé de Imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau coautor al unui numir de 149 de publicatii de specialitate.

Certificate de autor:

Autor sau coautor al unui numér de 25 de brevete.

Rapoarte finale:

Autor sau coautor al unui numir de 23 de rapoarte finale ale produselor introduse in practica.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a Ill-a
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Testarea vaccinului LYSVULPEN la cai

BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

Prelevare de singe (IU/ml) AUTOPSIE - IF
Cal nr Administrare orald | Clinica (180
alnr. LYSVULPEN zile) . . . . cortex bulb cornul lui
0 - init 1 lund 3 luni 6 luni cerebel e
g cerebral rahidian Ammon
1 2,0 x 10 TCIDs¢/ml neg. 0 0,95 0,89 0,81 neg. neg. neg. neg.
2 2,0 x 10°° TCIDs¢/ml neg. 0 1,21 1,19 1,15 neg. neg. neg. neg.
3 2,0 x 10>° TCIDso/ml neg. 0 0,95 0,90 0,83 neg. neg. neg. neg.
4 2,0 x 10> TCIDso/ml neg. 0 1,55 1,39 1,25 neg. neg. neg. neg.
5 2,0x 10%° TCIDs¢/ml neg. 0 1,41 1,30 1,25 neg. neg. neg. neg.
6 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0 0,95 0,88 0,75 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a [lI-a
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BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: 420/517/363321-4 e-mail: comm@bioveta.cz

7 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 1,41 1,19 1,15 neg. neg. neg. neg.

8 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 1,35 1,28 1,16 neg. neg. neg. neg.

9 2,0 x 10°° TCIDso/ml neg. 0,95 0,88 0,80 neg. neg. neg. neg.

10 2,0 x 10 TCIDs¢/ml neg. 0,90 0,85 0,83 neg. neg. neg. neg.

Medie neg. 1,163 1,075 0,998 neg. neg. neg. neg.
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a I[1I-a
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TRADUCERE DIN LIMBA ENGLEZA

BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

1. Siguranta administrarii unei doze unice
A. Siguranta administrarii unei doze unice - vulpea roscata (Vulpes vulpes)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per os) a dozei de vaccin recomandate pe 40 de vulpi roscate (Vulpes vulpes). Tn termen de
180 de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la vulpile testate. Dupa
terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate, iar prezenta
virusului rabic Tn creierul vulpilor a fost verificatd prin intermediul metodelor de laborator.
Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Vulpea roscatda (Vulpes vulpes) este o specie tintd pentru administrarea vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet. S-a demonstrat ca vulpile sunt unul dintre tipurile de animale
cele mai sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doud ori mai scazuta la
vulpi decét la alte specii de animale cu sédnge cald sau pasari. Perioada de monitorizare de 180
de zile este suficient de lunga pentru ca simptomele rabice clinice sa apara la vulpi. Metodele
de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la vulpi sunt demonstrative
si suficient de sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv daca o doza recomandata este
administrata pe cale orald vulpii roscate (Vulpes vulpes). Rezultatele au fost obtinute pe baza

monitorizarii clinice dupa administrarea vaccinului si pe baza analizei de laborator ,post
mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
(categoria - vulpea roscata - Vulpes vulpes)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal Varsta gen  Stare sanatate

1 L1 3 luni 3 buna

2 L2 3 luni F buna

3 L3 3 luni 2 buna

4 L4 3,5 luni ) buna

5 L5 3,5 luni ) buna

6 L6 3,5 luni 3 buna

7 L7 3,5 luni ” buna coada rupta
8 L8 3,5 luni 3 buna

9 L9 3 luni 2 buna

10 L10 3,5 luni 3 buna

1 L11 3,5 luni 3 buna

12 L12 3,5 luni 3 buna

13 L13 3,5 luni 2 buna

14 L14 3,5 luni 2 buna

15 L15 4 luni F buna

16 L16 4 luni ) buna

17 L17 4 luni 3 buna

18 L18 4 luni ) buna

19 L19 4 luni ” buna

20 L20 3 luni 3 buna

21 L21 3 luni 3 buna

22 L22 3 luni 2 buna canin rupt
23 L23 3 luni 2 buna

24 L24 3 luni 3 buna

25 L25 3 luni 3 buna

26 L26 4 luni F buna

27 L27 4 luni 2 buna

28 L28 4 luni ) buna

29 L29 3 luni 3 buna conjunctivita la ochiul stang
30 L30 3 luni ” buna

31 L31 3 luni 3 buna

32 L32 3 luni ” buna

33 L33 3 luni 3 buna

34 L34 3 luni 3 buna

35 L35 3 luni 2 buna

36 L36 4 luni 2 buna

37 L37 4 luni 3 buna

38 L38 4 luni F buna

39 L39 4 luni 2 buna

40 L40 4 luni F buna

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si inregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID5= 1061/ ml
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - vulpe

d2) Gen sau tulpina - vulpe roscata (Vulpes vulpes)

d3) Categorie animal - pui tineri de vulpe, cu varsta intre 3 si 4 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 40

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - vulpile au fost tinute in tarcuri, cu 5
animale in fiecare tarc. Vulpile de acelasi gen au fost plasate Tntr-un tarc. Tarcul a fost
Tmpartit Tntr-o parte interna construitd cu o portiune de odihna pentru vulpi si intr-o
parte Tn aer liber. Partea interna a fost betonatd, iar in zona in aer liber a fost amplasat
nisip. Suprafata totald (adica podeaua tarcului intern plus zona adiacentd) a fost de 10
metri patrati pentru 5 vulpi.

d8) Hranirea animalelor - vulpile au fost hranite cu un amestec de hrand complex si

granulat pentru céini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
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abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea vulpilor.
Vulpile au fost hranite o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de baut a fost tot timpul
disponibild pentru vulpi.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — 1 doza de aplicare (1 momeald).

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate.

Monitorizarea reactiilor generale — vulpile testate au fost monitorizate pentru o perioada
de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, vulpile au fost eutanasiate intr-un mod
nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele vulpilor eutanasiate prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii st Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacd de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
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Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelu 1. Siguranta administrarii unei doze unice - vulpe roscata (Vulpes vulpes)
Evaluare clinica

Nr.

animal

© o ~NOoO U WN
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ID

animal

L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10
L11
L12
L13
L14
L15
L16
L17
L18
L19
L20
L21
L22
L23
L24
L25
L26
L27

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
aplicarii
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note


mailto:comm@bioveta.ez

TRADUCERE DIN LIMBA ENGLEZA

28 L.28 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
29 L29 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
30 L30 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
31 L31 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
32 132 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
33 L33 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
34 L34 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
35 L35 34 06 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
36 L36 34 06 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
37 L37 34 06 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
38 L38 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
39 L39 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
40 L40 34 06 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

B. Siguranta administrarii unei doze unice - céinele enot (Nycterentes procyonoides)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per os) a dozei de vaccin recomandate pe 10 ciini enot (Nycterentes procyonoides). In
termen de 180 de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la cainii enot
testati. Dupa terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate,
iar prezenta virusului rabic in creierul animalelor a fost verificata prin intermediul metodelor
de laborator. Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Cainele enot (Nycterentes procyonoides) este al doilea animal tintd pentru administrarea
vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. In termeni de dezvoltare, cdinele enot este unul
dintre cele mai vechi animale canine. Mai demult, trdia in estul Tndepartat. Tn scopul de a
obtine si mai multd bland, céinele enot a fost naturalizat Tn diverse zone ale fostei Uniuni
sovietice Tnca din 1930. S-a raspandit usor catre vest, iar in prezent se gaseste pe o suprafata
ce se Tntinde pénd la Franta. Prezenta sa a fost raportatd in Republica Cehd Tnca din anii
saptezeci. Cainele enot este un omnivor tipic. S-a demonstrat ca specia de cdine enot este un
animal sensibil la rabie. Perioada de monitorizare de 180 de zile este suficient de lunga pentru
ca simptomele rabice clinice sa apara la cdinii enot. Metodele de laborator aplicate pentru
diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la cdinii enot sunt demonstrative si suficient de
sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv daca o dozd recomandata este
administrata pe cale orald céinelui enot (Nycterentes procyonoides). Rezultatele au fost

obtinute pe baza monitorizarii clinice dupd administrarea vaccinului si pe baza analizei de
laborator ,,post mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
(categoria - cainele enot - Nycterentes procyonoides)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal  varsta gen Stare de sanatate

1 M1 4 luni 3 buna

2 M2 4 luni 2 buna

3 M3 4 luni 3 buna

4 M4 4 luni E buna

5 M5 4 luni 3 buna

6 M6 5 luni 2 buna

7 M7 5 luni 2 buna

8 M8 5 luni 3 buna

9 M9 5 luni 3 buna

10 M10 5 luni 2 buna
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID5= 1061/ ml
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - caine enot

d2) Gen sau tulpina - caine enot (Nycterentes procyonoides)

d3) Categorie animal - animale tinere, cu varsta intre 4 si 5 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - cainii enot au fost tinuti Tn tarcuri, cu 5
animale in fiecare tarc. Cainii enot de acelasi gen au fost plasati intotdeauna Tntr-un
tarc. Tarcul a fost impartit Intr-o parte interna construitd cu o portiune de odihna
pentru animale si Tntr-o parte Tn aer liber. Partea internd a fost betonatd, iar Tn zona Tn
aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totala (adica podeaua tarcului intern plus zona
adiacentd) a fost de 10 metri patrati pentru 5 céini enot.

d8) Hranirea animalelor - cainii enot au fost hraniti cu un amestec de hrand complex si

granulat pentru céini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
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abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea animalelor.
Cainii enot au fost hraniti o data pe zi, la ora 14.00. Apa de béaut a fost tot timpul
disponibild pentru animale.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — 1 doza de aplicare (1 momeald).

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate.

Monitorizarea reactiilor generale — cainii enot testati au fost monitorizati pentru o
perioadd de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, cainii enot au fost eutanasiati
intr-un mod nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele cainilor enot eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacd de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
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Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Tabelu 2. Siguranta administrarii unei doze unice - céinele enot (Nycterentes procyonoides)

Evaluare clinica Examinare laborator
Nr. ID Nr. lot Data <
. . . o . . . . . . fluorescenta testare Note
animal animal vaccin aplicarii 1luna 2 luni 3 luni 4 luni 5 luni 6 luni . By . oy
directa biologica
1 M1 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conforma conforma conforma negativ negativ
2 M2 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conforma conforma conforma negativ negativ
3 M3 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conformda conforma conforma negativ negativ
4 M4 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conforma conforma conforma negativ negativ
5 M5 34 06 4.8.99 conformd conformd@ conformd conformd@ conformd@ conforma negativ negativ
6 M6 34 06 4.8.99 conformd conformd@ conformd@ conformd@ conformd@ conforma negativ negativ
7 M7 34 06 4.8.99 conformd conformd@ conformd@ conformd@ conformd@ conforma negativ negativ
8 M8 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conforma conforma conforma negativ negativ
9 M9 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conformda conforma conforma negativ negativ

10 M10 34 06 4.8.99 conforma conforma conformda conformda conforma conforma negativ negativ
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

C. Siguranta administrarii unei doze unice - lup (Canis lupus)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per os) a dozei de vaccin recomandate pe 40 de lupi (Canis lupus). Tn termen de 180 de zile
de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la lupii testati. Dupd terminarea
perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate, iar prezenta virusului
rabic Tn creierul lupilor a fost verificata prin intermediul metodelor de laborator. Rabia nu a
fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Lupul (Canis lupus) ar putea fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN
por. ad us. vet. S-a demonstrat ca lupii reprezinta unul dintre acele tipuri de animale cele mai
sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doua ori mai scazuta la lupi decét la
alte specii de animale cu sange cald sau p&sari. Perioada de monitorizare de 180 de zile este
suficient de lunga pentru ca simptomele rabice clinice sa apara la lupi. Metodele de laborator
aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la lupi sunt demonstrative si suficient de
sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv daca o dozd recomandata este
administrata pe cale orald lupului (Canis lupus). Rezultatele au fost obtinute pe baza

monitorizarii clinice dupa administrarea vaccinului si pe baza analizei de laborator ,post
mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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Nr.
animal
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii

ID
animal
W1
W2
W3
w4
W5
W6
W7
W8
W9
W10
W11
W12
W13
W14
W15
W16
W17
W18
W19
W20
w21
W22
W23
W24
W25
W26
w27
W28
W29
W30
W31
W32
W33
W34
W35
W36
W37
W38
W39
W40

(categoria - lup - Canis lupus)

Caracteristici animal

varsta
4 luni
4 luni
4 luni
3 luni
3 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
4 luni
4 luni
4 luni
4 luni
4 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
3,5 luni
4 luni
4 luni
3 luni
3 luni
3 luni
3 luni

LYSVULPEN por. ad us. vet.

gen
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D D

D D

a» Q»

PO Y < RN, T « LR < S RS, TP, TR | Q»

Wy Y Y ey

ECIE )

Stare sanatate

buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna
buna

Comentarii

foarte agresiv

foarte agresiv

foarte agresiv
foarte agresiv

foarte agresiv
foarte agresiv
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID5 = 1071/ ml
(in scopul verificarii, virusul a fost concentrat la doza TCID 50 = 1x 10x 8,0/ ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - lup

d2) Gen sau tulpina - lup (Canis lupus)

d3) Categorie animal - lupi tineri, cu varsta intre 3 si 4 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe (zoo etc.)

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 40

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - lupii au fost tinuti in tarcuri, cu 5
animale Tn fiecare tarc. Tarcul a fost Tmpartit intr-o parte interna construitd cu o
portiune de odihnd pentru lupi si intr-o parte in aer liber. Partea interna a fost betonata,
iar Tn zona Tn aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totala (adica podeaua tarcului
intern plus zona adiacentd) a fost de 10 metri patrati pentru cinci lupi.

d8) Hranirea animalelor - lupii au fost hraniti cu un amestec de hrand complex si

granulat pentru caini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
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abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea lupilor. Lupii
au fost hranifi o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de baut a fost tot timpul disponibila
pentru lupi.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — 1 doza de aplicare (1 momeald).

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate.

Monitorizarea reactiilor generale — lupii testati au fost monitorizati pentru o perioadd de
180 de zile. Dupd terminarea acestei perioade, lupii au fost eutanasiati Intr-un mod
nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele lupilor eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacd de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980




TRADUCERE DIN LIMBA ENGLEZA

Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelu 3. Siguranta administrarii unei doze unice - lup (Canis lupus)
Evaluare clinica

Nr.

animal

© o ~NOoO U WN
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ID

animal

w1
W2
W3
w4
W5
W6
W7
w8
W9
W10
W11
W12
W13
w14
W15
W16
W17
W18
W19
W20
w21
W22
W23
w24
W25
W26
W27

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
aplicarii
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note
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28 W28 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
29 W29 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
30 W30 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
31 W31 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
32 W32 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
33 W33 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
34 W34 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
35 W35 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
36 W36 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
37 W37 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
38 W38 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
39 W39 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
40 w40 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

D. Siguranta administrarii unei doze unice - caini maidanezi (Canis lupus familiaris)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per os) a dozei de vaccin recomandate pe 40 de caini maidanezi (Canis lupus familiaris). Tn
termen de 180 de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la cainii
maidanezi testati. Dupad terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost
eutanasiate, iar prezenta virusului rabic in creierul cainilor maidanezi a fost verificata prin
intermediul metodelor de laborator. Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un
subiect.

EXxpunere:

Cainele maidanez (Canis lupus familiaris) ar putea fi specia tintd pentru administrarea
vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. S-a demonstrat ca acesti caini reprezinta unul dintre
acele tipuri de animale cele mai sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doua
ori mai scazuta la cainii maidanezi decat la alte specii de animale cu sange cald sau pasari.
Perioada de monitorizare de 180 de zile este suficient de lungd pentru ca simptomele rabice
clinice sa apara la cainii maidanezi. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea
»post mortem” a rabiei la cainii maidanezi sunt demonstrative si suficient de sensibile pentru
a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv daca o dozd recomandata este
administrata pe cale orala cainelui maidanez (Canis lupus familiaris). Rezultatele au fost

obtinute pe baza monitorizarii clinice dupd administrarea vaccinului si pe baza analizei de
laborator ,,post mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
(categoria - caini maidanezi - Canis lupus familiaris)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal Varsta gen  Stare sanatate
1 D1 3 luni 3 buna
2 D2 3 luni 3 buna
3 D3 3 luni 3 buna
4 D4 3 luni ) buna
5 D5 3 luni 2 buna
6 D6 3,5 luni 3 buna
7 D7 4 luni a buna
8 D8 4 luni 2 buna
9 D9 4 luni 3 buna
10 D10 4 luni 2 buna
11 D11 3 luni 3 buna
12 D12 3 luni 2 buna
13 D13 3 luni 3 buna
14 D14 3,5 luni 3 buna
15 D15 3,5 luni 3 buna
16 D16 3,5 luni 3 buna
17 D17 3,5 luni 2 buna
18 D18 3,5 luni 2 buna
19 D19 3,5 luni 2 buna
20 D20 3,5 luni 2 buna
21 D21 4 luni 3 buna
22 D22 4 luni 3 buna
23 D23 4 luni 2 buna
24 D24 4 luni 3 buna
25 D25 4 luni 2 buna
26 D26 3,5 luni 3 buna
27 D27 3,5 luni 2 buna
28 D28 3,5 luni 3 buna
29 D29 3,5 luni 2 buna
30 D30 3,5 luni 2 buna
31 D31 3 luni a buna
32 D32 3 luni a buna
33 D33 3 luni 2 buna
34 D34 3 luni 2 buna
35 D35 3 luni 2 buna
36 D36 4 luni 3 buna
37 D37 4 luni buna
38 D38 3,5 luni 2 buna
39 D39 3,5 luni 3 buna
40 D40 3,5 luni 3 buna

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID5 = 1071/ ml
(in scopul verificarii, virusul a fost concentrat la doza TCID 50 = 1x 10x 8,0/ ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - céine

d2) Gen sau tulpina - caine maidanez (Canis lupus familiaris)

d3) Categorie animal - céini maidanezi tineri, cu varsta intre 3 si 4 luni

d4) Origine - animalele provin din crescatoria Bioveta, a.s.

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 40

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - cainii maidanezi au fost tinuti n
tarcuri, cu 5 animale Tn fiecare tarc. Tarcul a fost Tmpartit intr-o parte interna
construitd cu o portiune de odihnd pentru caini si Tntr-o parte in aer liber. Partea
interna a fost betonatd, iar in zona Tn aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totala
(adicd podeaua tarcului intern plus zona adiacentda) a fost de 10 metri péatrati pentru
cinci caini maidanezi.

d8) Hranirea animalelor - ciinii maidanezi au fost hraniti cu un amestec de hrana
complex si granulat pentru caini, fabricat de un producdtor comercial si inregistrat
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pentru utilizare in Republica Ceha, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine
selectate de la abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrana
comerciald au fost determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de
greutatea animalelor. Cainii maidanezi au fost hréaniti o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de
baut a fost tot timpul disponibilad pentru cdinii maidanezi.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — 1 doza de aplicare (1 momeald).

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate.

Monitorizarea reactiilor generale — cdinii maidanezi testati au fost monitorizati pentru o
perioadd de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, acestia au fost eutanasiati intr-
un mod nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele cdinilor eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kroméfiz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacéd de microbiologie — din 1980
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Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Tabelu 4. Siguranta administrarii unei doze unice - caine maidanez (Canis lupus familiaris)
Evaluare clinica

Nr.

animal

© o ~NOoO U WN

NN MNNNNNNNRE PR PR R R R R PR
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ID

animal

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
aplicarii
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99
14.7.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note
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28 D28 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
29 D29 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
30 D30 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
31 D31 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
32 D32 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
33 D33 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
34 D34 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
35 D35 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
36 D36 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
37 D37 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
38 D38 3406 | 14.7.99 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
39 D39 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
40 D40 3406 | 14799 | conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

E. Siguranta administrarii unei doze unice - sacal auriu (Canis aureus)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per o0s) a dozei de vaccin recomandate pe 40 de sacali aurii (Canis aureus). Tn termen de 180
de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la sacalii testati. Dupa
terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate, iar prezenta
virusului rabic Tn creierul sacalilor aurii a fost verificata prin intermediul metodelor de
laborator. Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Sacalul auriu (Canis aureus) ar putea fi specia tintd pentru administrarea vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet. S-a demonstrat cd sacalii reprezintd unul dintre acele tipuri de
animale cele mai sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doua ori mai
scazuta la sacali decét la alte specii de animale cu singe cald sau pdsari. Perioada de
monitorizare de 180 de zile este suficient de lunga pentru ca simptomele rabice clinice sa
apard la sacali. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la
sacali sunt demonstrative si suficient de sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa
terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv daca o doza recomandata este
administrata pe cale orald sacalului auriu (Canis aureus). Rezultatele au fost obtinute pe baza

monitorizarii clinice dupa administrarea vaccinului si pe baza analizei de laborator ,post
mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
(categoria - sacali aurii - Canis aureus)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal Varsta gen  Stare sanatate

1 G1 3 luni 3 buna

2 G2 3 luni ” buna foarte agresiv
3 G3 3 luni 3 buna

4 G4 4 luni 3 buna

5 G5 4 luni 2 buna

6 G6 4 luni 3 buna

7 G7 3 luni a buna

8 G8 3 luni 2 buna

9 G9 3 luni 3 buna

10 G10 3 luni 2 buna

1 G11 4 luni 2 buna

12 G12 4 luni 3 buna

13 G13 4 luni 3 buna

14 Gl4 3,5 luni 3 buna

15 G15 3,5 luni 2 buna

16 G16 3,5 luni ) buna

17 G17 3,5 luni 2 buna

18 G18 5 luni 3 buna

19 G19 5 luni a buna

20 G20 5 luni 2 buna

21 G21 5 luni 3 buna

22 G22 4 luni 3 buna

23 G23 4 luni 2 buna

24 G24 4 luni 3 buna foarte timid
25 G25 4 luni 3 buna

26 G26 3 luni 2 buna

27 G27 3 luni 2 buna

28 G28 3 luni 3 buna

29 G29 3 luni 2 buna

30 G30 6 luni 3 buna

31 G31 6 luni 2 buna

32 G32 6 luni 3 buna

33 G33 6 luni 3 buna

34 G34 6 luni 2 buna

35 G35 6 luni 2 buna

36 G36 6 luni 2 buna

37 G37 3 luni a buna foarte timid
38 G38 3 luni 3 buna foarte timid
39 G39 3,5 luni 3 buna foarte timid
40 G40 3,5 luni 3 buna foarte timid

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
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Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID5 = 1071/ ml
(in scopul verificarii, virusul a fost concentrat la doza TCID 50 = 1x 10x 8,0/ ml)

- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - sacal

d2) Gen sau tulpina - sacal auriu (Canis aureus)

d3) Categorie animal - sacali aurii tineri, cu varsta intre 3 si 6 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe (zoo etc.)

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 40

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - sacalii au fost tinuti in tarcuri, cu 5
animale Tn fiecare tarc. Tarcul a fost Tmpartit intr-o parte interna construitd cu o
portiune de odihnd pentru sacali si intr-o parte Tn aer liber. Partea internd a fost
betonatd, iar Tin zona in aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totald (adica podeaua
tarcului intern plus zona adiacentd) a fost de 10 metri patrati pentru cinci sacali.

d8) Hranirea animalelor - sacalii au fost hraniti cu un amestec de hrand complex si

granulat pentru cini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
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abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea sacalilor.
Sacalii au fost hraniti o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de baut a fost tot timpul
disponibild pentru sacali.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — 1 doza de aplicare (1 momeald).

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate.

Monitorizarea reactiilor generale — sacalii testati au fost monitorizati pentru o perioada
de 180 de zile. Dupd terminarea acestei perioade, acestia au fost eutanasiati intr-un mod
nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele sacalilor eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacd de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
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Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
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Tabelu 5. Siguranta administrarii unei doze unice - sacal auriu (Canis aureus)
Evaluare clinica

Nr.
animal

© o ~NOoO U WN

NN MNNNNNNNRE PR PR R R R R PR
~No U WNPREP OOow~NOo oM WwNERE O

ID
animal

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G1l1
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
G26
G27

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data

aplicarii
19.7.99

19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99
19.7.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note


mailto:comm@bioveta.ez

TRADUCERE DIN LIMBA ENGLEZA

28 G28 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
29 G29 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
30 G30 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
31 G31 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
32 G32 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
33 G33 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
34 G34 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
35 G35 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
36 G36 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
37 G37 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
38 G38 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
39 G39 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
40 G40 3406 |19.7.99 conformd | conformd | conformd | conformd | conformd | conforma negativ negativ
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

2. Siguranta administrarii unei supradoze
A. Siguranta administrarii unei supradoze - vulpea roscata (Vulpes vulpes)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orald
(per 0s) a unei doze mai mari pe 10 vulpi roscate (Vulpes vulpes). Tn termen de 180 de zile de
la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la vulpile testate. Dupd terminarea
perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate, iar prezenta virusului
rabic in creierul vulpilor a fost verificata prin intermediul metodelor de laborator. Rabia nu a
fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Vulpea roscata (Vulpes vulpes) este specia tinta pentru administrarea vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet. S-a demonstrat ca vulpile sunt unul dintre tipurile de animale
cele mai sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doud ori mai scazuta la
vulpi decét la alte specii de animale cu sdnge cald sau pdaséri. Perioada de monitorizare de 180
de zile este suficient de lunga pentru ca simptomele rabice clinice sa apara la vulpi. Metodele
de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la vulpi sunt demonstrative
si suficient de sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv dacd o doza Tnzecitd fatd de doza
recomandata este administrata pe cale orala vulpii roscate (Vulpes vulpes). Rezultatele au fost

obtinute pe baza monitorizarii clinice dupd administrarea vaccinului si pe baza analizei de
laborator ,,post mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse in testarea inofensivitatii
- administrarea unica a unei supradoze
(categoria - vulpea roscata - Vulpes vulpes)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal varsta gen  Stare sdnatate

1 L41 3 luni 2 buna

2 L42 3 luni a buna

3 L43 3 luni 2 buna

4 L44 3 luni 2 buna

5 L45 4 luni 2 buna

6 L46 4 luni 3 buna

7 L47 4 luni 3 buna

8 L48 4 luni 2 buna

9 L49 4 luni 2 buna

10 L50 4 luni 3 buna
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID50= 1061/ ml (in scopul
verificarii daca virusul a fost concentratTn doza TCID5 = 1090 / ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - vulpe

d2) Gen sau tulpina - vulpe roscata (Vulpes vulpes)

d3) Categorie animal - pui tineri de vulpe, cu varsta intre 3 si 4 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - vulpile au fost tinute n tarcuri, cu 5
animale in fiecare tarc. Vulpile de acelasi gen au fost plasate Tntr-un tarc. Tarcul a fost
Tmpartit Tntr-o parte interna construitd cu o portiune de odihna pentru vulpi si Tntr-o
parte in aer liber. Partea interna a fost betonatd, iar in zona in aer liber a fost amplasat
nisip. Suprafata totald (adicd podeaua tarcului intern plus zona adiacenta) a fost de 10

metri patrati pentru 5 vulpi.

d8) Hranirea animalelor - vulpile au fost hrénite cu un amestec de hrand complex si
granulat pentru cdini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
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in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea vulpilor.
Vulpile au fost hranite o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de baut a fost tot timpul
disponibild pentru vulpi.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — o cantitate de 10 doze de aplicare.

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicé a dozei de aplicare recomandate inzecite.

Monitorizarea reactiilor generale — vulpile testate au fost monitorizate pentru o perioada
de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, vulpile au fost eutanasiate intr-un mod
nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele vulpilor eutanasiate prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacéd de microbiologie — din 1980
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Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelu 3. Siguranta administrarii unei supradoze - vulpe roscata (Vulpes vulpes)
Evaluare clinica

Nr.
animal

© o ~NOoO U WN

I
o

ID
animal

L41
L42
L43
L44
L45
L46
L47
L48
L49
L50

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
aplicarii
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

B. Siguranta administrarii unei supradoze - céinele enot (Nycterentes procyonoides)
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per 0s) a unei doze inzecite din doza de vaccinare recomandata pe 10 caini enot (Nycterentes
procyonoides). Tn termen de 180 de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de
rabie la cdinii enot testati. Dupa terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate
au fost eutanasiate, iar prezenta virusului rabic in creierul animalelor a fost verificata prin
intermediul metodelor de laborator. Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un
subiect.

EXxpunere:

Cainele enot (Nycterentes procyonoides) este al doilea animal tintd pentru administrarea
vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. In termeni de dezvoltare, cainele enot este unul
dintre cele mai vechi animale canine. Mai demult, trdia in estul indepartat. Tn scopul de a
obtine si mai multd bland, cainele enot a fost naturalizat Tn diverse zone ale fostei Uniuni
sovietice Tncd din 1930. S-a rdspandit usor cdtre vest, iar Tn prezent se gaseste pe o suprafata
ce se intinde pana la Franta. Prezenta sa a fost raportatda Tn Republica Ceha inca din anii
saptezeci. Cainele enot este un omnivor tipic. S-a demonstrat ca specia de cadine enot este un
animal sensibil la rabie. Perioada de monitorizare de 180 de zile este suficient de lunga pentru
ca simptomele rabice clinice sa apara la cainii enot. Metodele de laborator aplicate pentru
diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la cainii enot sunt demonstrative si suficient de
sensibile pentru a detecta rabia la animale dupa terminarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv dacda o doza Tnzecitda fatda de doza
recomandatda este administratda pe cale orald clinelui enot (Nycterentes procyonoides).

Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice dupa administrarea vaccinului si pe
baza analizei de laborator ,,post mortem” dupa terminarea testéarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
- administrarea unica a unei supradoze
(categoria - cainele enot - Nycterentes procyonoides)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal Varsta gen Stare de sdnatate

1 M11 4 luni 3 buna

2 M12 4 luni 3 buna

3 M13 4 luni 2 buna

4 M14 4 luni 3 buna

5 M15 5 luni 2 buna

6 M16 5 luni 2 buna

7 M17 5 luni 2 buna o rand mica la extremitate
8 M18 5 luni 3 buna

9 M19 5 luni 2 buna

10 M20 5 luni 3 buna
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena
- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

c) Descrierea materialelor utilizate:
- carnet pentru luarea de notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID50= 1061/ ml (in scopul
verificarii daca virusul a fost concentratin doza TCID5 = 1090 / ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

d) Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - céine enot

d2) Gen sau tulpina - caine enot (Nycterentes procyonoides)

d3) Categorie animal - animale tinere, cu varsta intre 4 si 5 luni

d4) Origine - animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

d5) Identificare - un tatuaj pe auricul

d6) Numarul animalelor - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - cainii enot au fost tinuti Tn tarcuri, cu 5
animale in fiecare tarc. Cainii enot de acelasi gen au fost plasati intotdeauna intr-un
tarc. Tarcul a fost impértit Tntr-o parte internd construitd cu o portiune de odihna
pentru animale si intr-o parte Tn aer liber. Partea interna a fost betonatd, iar in zona in
aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totald (adica podeaua tarcului intern plus zona

adiacentd) a fost de 10 metri patrati pentru cinci cdini enot.

d8) Hranirea animalelor - cainii enot au fost hraniti cu un amestec de hrand complex si
granulat pentru cdini, fabricat de un producator comercial si inregistrat pentru utilizare
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in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fiartd si intestine selectate de la
abatoare sanitare. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producétorului in functie de greutatea animalelor.
Cainii enot au fost hraniti o datd pe zi, la ora 14.00. Apa de baut a fost tot timpul
disponibild pentru animale.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — o cantitate de 10 doze de aplicare.

Modalitatea de aplicare — administrare orald (consum natural), blistere de
aluminiu/plastic rupte au fost verificate ca dovada a consumului.

Schema de aplicare — o vaccinare unicé a dozei de aplicare recomandate inzecite.

Monitorizarea reactiilor generale — cainii enot testati au fost monitorizati pentru o
perioadd de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, cdinii enot au fost eutanasiati
intr-un mod nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele cainilor enot eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii si Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare

Membru in organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovacéd de microbiologie — din 1980
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Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.



TRADUCERE DIN LIMBA ENGLEZA

BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Tabelu 4. Siguranta administrarii unei supradoze - céinele enot (Nycterentes procyonoides)
Evaluare clinica

Nr.

animal
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ID

animal

M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20

Nr. lot
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
aplicarii
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99
18.8.99

1luna

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

2 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

3 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

4 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

5 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

6 luni

conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma
conforma

Examinare laborator

fluorescenta
directa
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

testare
biologica
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Note
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

C. Siguranta administrarii unei supradoze - céine
Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii unice pe cale orala
(per o0s) a unei doze Inzecite din doza de vaccinare recomandata pe 10 caini. In termen de 180
de zile de la administrare, nu a aparut nici un simptom de rabie la cainii testati. Dupa
terminarea perioadei de monitorizare, toate animalele testate au fost eutanasiate, iar prezenta
virusului rabic Tn creierul animalelor a fost verificata prin intermediul metodelor de laborator.
Rabia nu a fost diagnosticatd post mortem la nici un subiect.

EXxpunere:

Vulpea (Vulpes vulpes) este una dintre speciile tintd pentru administrarea vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet. S-a demonstrat ca vulpile sunt unul dintre tipurile de animale
cele mai sensibile la rabie. Doza infectioasa de virus rabic este de doua ori mai scazuta la
vulpi decét la alte specii de animale cu sénge cald sau pasari.

Pe durata aplicarii propuse a vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet., prin distribuire
regionala conform conditiilor de teren (prin aplicare manuala si cu avionul), se poate intampla
(au fost raportate cazuri) ca un animal altul decéat animalul tintd (adicd vulpea sau clinele
enot) sa consume momeala cu vaccinul ce contine virusul rabic tulpina SAD-Bern.

Cainii sunt animalele domestice care intrd cel mai des Tn contact cu momeala. Tn special pe
durata depunerii de toamna, adica Tn luna octombrie, céinii de vanatoare consuma momelile
(ciobanesc german, cocker spaniel, teckel, setter irlandez, terrier ceh etc.). Contactul cu
momeala depusa nu trebuie exclusa la céinii utilizati pentru braconaj, cainii plimbati fara lesa
rabiei (infectarea cdinelui prin intermediul momelii) intrucat existd de obicei contact fizic
directintre cdinele care a consumat momeala si stapan.

Aplicarea dozei Tnzecite din doza de vaccinare recomandata si monitorizarea pe o perioada de
180 de zile si examinarea post mortem sunt metode demonstrative corespunzadtoare i
sensibile pentru a exclude dezvoltarea rabiei la cdaini dupa consumarea momelii
~LYSVULPEN por. ad us. vet.”. Conditii experimentale extreme au confirmat Tn Tntregime
patogenitatea virusului SAD-Bern la céini.

Concluzie:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv dacd o doza Tnzecitd fatd de doza
recomandata este administratda pe cale orald cainilor. Rezultatele au fost obtinute pe baza
monitorizarii clinice dupa administrarea vaccinului si pe baza analizei de laborator ,post
mortem” dupa terminarea testarii.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Lista si caracteristicile animalelor incluse n testarea inofensivitatii
- administrarea unica a unei supradoze
(categoria - caine)

Nr. ID Caracteristici animal Comentarii
animal  animal Varsta gen Stare de sdnatate

1 P1 3 luni 2 buna

2 P2 3 luni 3 buna

3 P3 3 luni 2 buna

4 P4 3,5 luni 2 buna

5 P5 3,5 luni 2 buna

6 P6 4 luni A buna a suferit o boala diareica
7 P7 4 luni 2 buna

8 P8 5 luni A buna

9 P9 5 luni 3 buna

10 P10 6 luni E buna
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BIOVETA, a.s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Republica Ceha
Tel.: 00420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.ez

Protocol testare

a) Descrierea metodei aplicate:

b)

d)

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a
animalului si Tnregistrarea reactiilor generale (cu o atentie sporita la Tnregistrarea
simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)
- teste biologice pe soareci (Koprowski, 1973)

Descrierea instrumentelor aplicate:

- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl
- Zeiss Jena

- seringi 0,1 ml - tip: Hemilton

- incubator - 37°C si 5% CO2- de catre compania Hereus

- frigider Calex 250 | (temperatura 2 pana la 8°C)

- seringa cu prelungitor din cauciuc destinat aplicarii vaccinului Tn cavitatea orala

Descrierea materialelor utilizate:

- carnet pentru luarea de notite

- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06 - titlu virus TCID50= 1061/ ml (in scopul
verificarii dacd virusul a fost concentratin doza TCID30 = 1090/ ml)

- conjugat antirabic si conjugat negativ de catre producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na
Hane

Animale utilizate pentru testare:
dl) Specia - caine

d2) Gen sau tulpina - Beagle, animale comerciale (nu animale fard patogeni sau fara
anticorpi)

d3) Categorie animal - catei cu varsta intre 3 si 6 luni, care nu au fost vaccinati
impotriva vreunei boli canine, vermifugati

d4) Origine - Biotest Konarovice, sediul din Rosice u Pardubic
d5) Identificare - un tatuaj pe auricul
d6) Numarul animalelor - 10

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - cainii au fost tinuti Tn tarcuri, cu 5
animale in fiecare tarc. Cainii de acelasi gen au fost plasati Tntotdeauna Tntr-un tarc,
adica fie masculi sau femele. Tarcul a fost Tmpartit intr-o parte interna construita cu o
portiune de odihna pentru caini si Tntr-o parte in aer liber. Partea interna a fost
betonatd, iar Tin zona in aer liber a fost amplasat nisip. Suprafata totald (adica podeaua
tarcului intern plus zona adiacentd) a fost de 10 metri patrati pentru cinci caini.
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d8) Hranirea animalelor — cdinii au fost hraniti cu un amestec de hrand complex si
granulat pentru caini, fabricat de un producétor comercial si inregistrat pentru utilizare
in Republica Ceha. Dozele de mancare ale amestecului de hrand comerciald au fost
determinate pe baza recomandarii producatorului in functie de greutatea clinilor.
Cainii au fost hraniti de doua ori pe zi, la ora 08.00 si la ora 14.00. Apa de baut a fost
tot timpul disponibila pentru caini.

d9) Denumirea proprietarului animalelor — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Denumirea institutului de testare — Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

e) Doza de aplicare, modalitatea de aplicare, schema de aplicare, schema de
monitorizare a temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale:

Doza de aplicare — o cantitate de 10 doze de aplicare.

Modalitatea de aplicare — administrare orala (aplicarea prin intermediul unei seringi cu
un prelungitor din cauciuc destinat aplicérii vaccinului in cavitatea orald intr-o doza de 1,8
ml din vaccin).

Schema de aplicare — o vaccinare unicd a dozei de aplicare recomandate inzecite.

Monitorizarea reactiilor generale — cdinii testati au fost monitorizati pentru o perioada
de 180 de zile. Dupa terminarea acestei perioade, cainii au fost eutanasiati Intr-un mod
nedureros.

Diagnosticarea ,,post mortem” in laborator a rabiei — rabia a fost diagnosticatd in
creierele cainilor enot eutanasiati prin utilizarea metodei fluorescente directe (Dean and
Abelseth, 1973) si a testelor biologice pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei examinatoare:

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:
1969-1973:  Liceul de Agriculturd si Inginerie — specializarea: medicina
veterinard, din Kromériz
1973-1979:  Universitatea de Medicind Veterinara din Brno
1 aprilie 1979:inceperea perioadei de practica la Bioveta Ivanovice na Hané
1979-1980:  Serviciul militar la Serviciul Veterinar din cadrul Gardei de
Frontiera
1980-1987:  Controler independent de inginerie al Departamentului pentru
Controlul Calitatii st Management
1985-1990: teza de studiu asupra disciplinei stiintifice epizootologie ti

zooigiena

1987-1995: Director al Departamentului pentru Controlul Calitatii st
Management

1 februarie 1995-prezent:  Director de productie la Bioveta, s.r.o.

1 1anuarie 1998-prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare

pentru biopreparate si produse farmaceutice veterinare
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Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovacéd de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de micologie — din 1980
Asociatia cehoslovacéd de imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autor sau coautor a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autor sau coautor a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte adversar final:

Este autor sau coautor a 19 rapoarte finale pentru pregatiri introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelu 5. Siguranta administrarii unei supradoze - céine

Evaluare clinica Examinare laborator
Nr. ID Nr. lot Data <
. . . o . . . . . . fluorescenta testare Note
animal animal vaccin aplicarii 1luna 2 luni 3 luni 4 luni 5 luni 6 luni . By . oy
directa biologica
1 P1 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
2 P2 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
3 P3 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
4 P4 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
5 P5 34 06 11.8.99 conform& conform& conformd@ conformd conformd@ conforma negativ negativ
6 P6 34 06 11.8.99 conform& conform& conformd@ conformd conformd@ conforma negativ negativ
7 P7 34 06 11.8.99 conform& conform& conformd@ conformd conformd@ conforma negativ negativ
8 P8 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
9 P9 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ

I
o

P10 34 06 11.8.99 conforma conformda conformda conforma conforma conforma negativ negativ
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D. Siguranta administrarii unei supradoze - la pisica

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii pe cale orald a unei singure doze de zece
ori mai mare decat doza recomandata de vaccin la 10 pisici. Pe durata unei perioade de 180 de zile de la
administrare, nu au aparut simptome de rabie la pisicile supuse testelor. Dupa Tncheierea perioadei de monitorizare,
toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic n creierul pisicilor a fost testata prin
intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta rabiei la niciunul din cazuri.

Expunere:

Vulpea rosie (Vulpes vulpes) este una dintre speciile tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us.
vet.. S-a demonstrat ca vulpile fac parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului
rabic este de cateva ori mai scazuta la vulpi decat la alte specii de animale cu sange cald sau pasari.

Pe durata administrarii propuse a vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. - adicd cu raspandire in conditii de
libertate - (atat prin administrare manuald cét si pe care aeriand), se poate intdmpla ca (s-au raportat cazuri) un
animal, altul decat animalul tinta (adica vulpea rosie sau cainele-enot), sa consume momeala care contine virusul
rabic, tulpina SAD-Bern pentru vaccinare.

Tn afard de caini, din categoria animalelor care gasesc si consuma des momeala amplasatd, fac parte si pisicile
domestice. Acest lucru se datoreaza faptului cd substanta din momeald, care contine la randul ei faind de peste,
atrage pisicile (dar si vulpile). Mai mult, acest lucru este cauzat si de stilul de viata al pisicilor, pentru cad multe
pisici, si Tn special cele care traiesc Tn zonele rurale, se indeparteaza destul de mult de casd, cautand diversitate Tn
materie de hrana. Contactul pisicilor cu momeala nu poate fi evitat total, nici in cazul in care campania de vaccinare
este anuntata de presa localda. Este foarte important ca aparitia rabiei la pisici (infectarea pisicilor prin momeala) sa
fie evitata, pentru ca pisicile se Tntorc acasa si, de obicei, intra in contact cu oamenii.

Administrarea unei cantitati de zece ori mai mare decat doza de vaccinare recomandata la 10 pisici, monitorizarea pe
0 perioada de timp de 180 de zile, precum si examinarea post mortem reprezinta metode demonstrative si precise de
excludere a aparitiei rabiei la pisici dupa consumul momelii care contine vaccinul ,,LYSVULPEN por. ad us. vet.”.
Conditiile experimentale extreme au confirmat integral apatogenitatea virusului SAD-Bern pentru pisici.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru pisici si daca se administreaza oral o doza de zece ori

mai mare decat doza recomandatd. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa administrarea
vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.

LYSVULPEN por. ad us. vet. Partea a Ill-a
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - pisica)

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal varsta sex stare de sdnatate
1 K1 3 luni a buna
K2 3 luni ? buna
3 K3 3 luni 3 buni 0 pisica ogigstde ochiul
4 K4 3,5 luni a buna
5 K5 3,5 luni a buna
6 K6 3,5 luni a buna
7 K7 4 luni 2 buna
8 K8 4 luni 2 buna
9 K9 5 luni 2 buna
10 K10 6 luni ? buna
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea

reactiilor generale (acordand o atentie deosebita inregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei

- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8cC)
- seringa prevazuta cu prelungitor de cauciuc, conceputa pentru introducerea vaccinului in cavitatea bucala

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID3 = 1061/ ml (in scopul verificarii, virusul a fost
concentrat Tn doza TCID3= 1090 ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:

d1)
d2)

d3)

Specie - pisica

Gen sau rasa - Pisica domesticd europeand cu blana scurtd, animale crescute in scop comercial (dar nu si
animale lipsite de agenti patogeni specifici sau anticorpi specifici)

Categorie animal - pui de pisicd cu o varsta cuprinsa intre 3 - 6 luni, nevaccinati Tmpotriva niciunei boli
infectioase care afecteaza felinele, deparazitati intern.

d4) Origine - Biotest Konarovice (pisicile au fost achizitionate de la furnizori de rase acreditate)

ds) Identificare - tatuaj pe ureche

d6) Numar de animale - 10

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - pisicile au fost tinute cate 5 in boxe. Pisicile de acelasi sex au

ds)

fost intotdeauna tinute Tn aceeasi boxd. Boxa era impartitd intr-o constructie interioara, compusa din portiuni
mai ridicate care serveau ca spatii de repaus pentru pisici, si zona exterioara. Zona interioara era cimentata si
pavatd, iar zona exterioard era reprezentatd de o portiune acoperitd cu nisip. Zona exterioara a fost de
asemenea prevazuta cu constructii de lemn neprelucrat pentru ca animalele s&-si poata ascutii dintii si sa sa se
poata catara. Zona integrald (adica platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea o marime de 4
metri patrati pentru cinci pisici. Animalele au fost supuse testarii dupa ce au fost deparazitate intern, n
prealabil, cu un preparat acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, administrat in doza recomandata si dupa
expirarea perioadei de carantind, pe durata careia animalele nu au prezentat deviatii de la starea standard de
sanatate.

Hranirea animalelor - pisicile au fost hranite cu un amestec furajer granulat, fabricat de un producator
comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe
baza recomandarii producatorului in functie de greutatea pisicilor. Pisicile au fost hranite de doua ori pe zi, la
ora 08:00 si respectiv ora 14:00. Pisicile au putut bea apa dupa pofta. Atat hrana cat si apa au fost servite in
boluri inoxidabile.
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d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - o cantitate de 10 doze de administrare

Cale de administrare - orald (se administreazd cu ajutorul unei seringi prevazute cu prelungitor de cauciuc,
conceput pentru introducerea vaccinului Tn cavitatea bucala in doze de 1,8 ml)

Plan de administrare - o singura vaccinare a unei doze de zece ori mai mare decat doza recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - pisicile supuse testelor au fost monitorizate pe durata unei perioade de 180
de zile. Dupa aceasta perioada, pisicile au fost sacrificate fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a prezentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
pisicilor sacrificate s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicina veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:

Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 6
Nr. . Nr.
ord. ld_ent.

animal
1 K1
2 K2
3 K3
4 K4
5 K5
6 K6
7 K7
8 K8
9 K9
10 K10

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,

Siguranta administrarii unei supradoze - la pisicd

Serie
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

LYSVULPEN por. ad us. vet.

Data
administrarii
11.8.99
11.8.99
11.8.99
11.8.99
11.8.99
11.8.99
11.8.99
11.8.99

11.8.99
11.8.99

11lund 2 luni
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
corespunde  corespunde
Partea a lll-a

tel.: 00420 517 318 500

Evaluare clinica

3 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

4 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

e-mail: comm@bioveta.cz

5 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

6 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

test
biologic
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Obs.
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E. Siguranta administrarii unei supradoze - la lup (Canis lupus)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii pe cale orald a unei singure doze de zece
ori mai mare decat doza recomandata de vaccin la 10 lupi (Canis lupus). Pe durata unei perioade de 180 de zile de la
administrare, nu au aparut simptome de rabie la lupii supusi testelor. Dupa Tncheierea perioadei de monitorizare,
toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic Tn creierul lupilor a fost testata prin intermediul
metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta la niciunul din cazuri.

Expunere:

Lupul (Canis lupus) poate fi una din speciile tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.. S-a
demonstrat ca lupii fac parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului rabic este de
cateva ori mai scazuta la lupi decat la alte specii de animale cu sange cald sau pasdri. Perioada de 180 de zile
destinata monitorizarii este suficient de lungd pentru a lasa timp simptomelor clinice de rabie sa apard la lupi.
Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la lupi reprezintd metode demonstrative
si precise de detectare a rabiei la animale, dupa finalizarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru lupi (Canis lupus) si daca se administreaza oral o doza

de zece ori mai mare decat doza recomandata. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa
administrarea vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupé finalizarea testului.

LYSVULPEN por. ad us. vet. Partea a Ill-a
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - lup (Canis lupus)

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal varsta sex stare de sanatate
1 W41l 3,5 luni 3 buna
2 W42 3,5 luni a buna foarte agresiv
3 W43 3,5 luni a buna
4 W44 4 luni 2 buna
5 W45 4 luni 2 buna
6 W46 3 luni 2 buna
7 W47 3 luni 2 buna
8 W48 3 luni a buna foarte agresiv
9 W49 3 luni 2 buna foarte agresiv
10 W50 3,5 luni a buna

LYSVULPEN por. ad us. vet. Partea a Ill-a


mailto:comm@bioveta.cz

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,
tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8oC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID® = 1071/ ml (in scopul verificarii, virusul a fost
concentrat Tn doza TCID5= 1090 ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - lup
d2) Gen sau rasa - lup (Canis lupus)
d3) Categorie animal - lupi tineri cu o varsta cuprinsa intre 3,5 - 4 luni
d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe (gradini zoologice, etc.)
ds) Identificare - tatuaj pe ureche
d6) Numar de animale - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - lupii au fost tinuti cate 5 n boxe. Boxa era Tmpartita intr-o
constructie interioara, prevazuta cu spatii de repaus pentru lupi, si zona exterioara. Zona interioara era
cimentatd, iar zona exterioara era reprezentatd de o portiune acoperitd cu nisip. Zona integrala (adica
platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci lupi.

d8) Hranirea animalelor - lupii au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru caini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului Tn functie de greutatea lupilor. Lupii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00.
Lupii au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
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e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - o cantitate de 10 doze de administrare

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat Tn blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - o singurad vaccinare cu o dozd de zece ori mai mare decit doza de administrare
recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - lupii supusi testelor au fost monitorizati zilnic pe durata unei perioade de
180 de zile. Dupa aceasta perioada, lupii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a prezentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
lupilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic pe
soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinara din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:

Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 8

Nr.

ident.

ord.

© o N o U A W N R

=
o

animal

W41
W42
W43
W44
W45
W46
W47
W48
W49
W50

LYSVULPEN por. ad us. vet.

Siguranta administrarii unei supradoze - la lup (Canis lupus)

Nr.
serie
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
administrarii
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99

1 luna

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,
e-mail: comm@bioveta.cz

tel.: 00420 517 318 500

2 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde
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Evaluare clinica

3 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

4 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

5 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

6 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

test
biologic
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

Obs.
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F. Siguranta administrarii unei supradoze - la cainii fara stapan (Canis lupus familiaris)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii pe cale orald a unei singure doze de zece
ori mai mare decat doza recomandata de vaccin la 10 caini (Canis lupus familiaris). Pe durata unei perioade de 180
de zile de la administrare, nu au aparut simptome de rabie la cainii supusi testelor. Dupa finalizarea perioadei de
monitorizare, toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic Tn creierul cainilor a fost testata
prin intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta rabiei la niciunul din
cazuri.

Expunere:

Cainele (Canis lupus familiaris) poate fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet..
S-a demonstrat ca din categoria animalelor predispuse la rabie face parte si clinele. Doza infectioasd a virusului
rabic este de cateva ori mai scazuta la caini decét la alte specii de animale cu sange cald sau pasari. Perioada de 180
de zile destinatd monitorizarii este suficient de lunga pentru a lasa timp simptomelor clinice de rabie sa apara la
céini. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la caini reprezintd metode
demonstrative si precise de detectare a rabiei la animale, dupa finalizarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru caini (Canis lupus familiaris) si daca se administreaza

oral o doza de zece ori mai mare decat doza recomandatd. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice
de dupa administrarea vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - céine (Canis lupus familiaris))

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal varsta sex stare de sanatate
1 D41 3,5 luni 2 buna
2 D42 3,5 luni ? buna
3 D43 3,5 luni ? buna
4 D44 4 luni ? buna
5 D45 4 luni a buna
6 D46 3 luni 3 buna
7 D47 3 luni 3 buna
8 D48 3 luni ? buna
9 D49 3 luni ) buna
10 D50 3,5 luni ? buna
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8oC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID® = 1071/ ml (in scopul verificarii, virusul a fost
concentrat Tn doza TCID5= 1090 ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - caine

d2) Gen sau rasa - caine (Canis lupus familiaris)

d3) Categorie animal - caini tineri cu o varsta cuprinsa intre de 3 - 4 luni
d4) Origine - animalele au provenit de la crescatoria proprie Bioveta, as.
ds) Identificare - tatuaj pe ureche

d6) Numar de animale - 10

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - cainii au fost pastrati cate 5 Tn boxe. Boxa era impartita intr-o
constructie interioard, prevazuta cu spatii de repaus pentru caini, si zona exterioara. Zona interioara era
cimentatd, iar zona exterioara era reprezentatd de o portiune acoperitd cu nisip. Zona integrald (adica
platforma constructiei interioare plus zona adiacenta) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci caini.

d8) Hranirea animalelor - cainii au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru céini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului in functie de greutatea cainilor. Cainii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00.
Cainii au putut bea apa dupa voie.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., lvanovice na Hane
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e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - o cantitate de 10 doze de administrare

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat in blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - o singura vaccinare a unei doze de zece ori mai mare decat doza recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - cainii supusi testelor au fost monitorizati pe durata unei perioade de 180 de
zile. Dupa aceasta perioada, cainii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a prezentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
cainilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinara din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 9

Nr.

ident.

ord.

© o N oo U~ W N R

=
o

animal

D41
D42
D43
D44
D45
D46
D47
D48
D49
D50

LYSVULPEN por. ad us. vet.

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,
e-mail: comm@bioveta.cz

tel.: 00420 517 318 500

Siguranta administrarii unei supradoze - la caine (Canis lupus familiaris)

Nr.
serie
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
administrarii
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99
21.7.99

1 luna

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

2 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde
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Evaluare clinica

3 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

4 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

5 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

6 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

test
biologic

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Obs.
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G. Siguranta administrarii unei supradoze - la sacalul auriu (Canis aureus)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii pe cale orald a unei singure doze de zece
ori mai mare decat doza recomandata de vaccin la 10 sacali aurii (Canis aureus). Pe durata unei perioade de 180 de
zile de la administrare, nu au aparut simptome de rabie la sacalii aurii supusi testelor. Dupa incheierea perioadei de
monitorizare, toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic Tn creierul sacalilor aurii a fost
testata prin intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta rabiei la niciunul
din cazuri.

Expunere:

Sacalul auriu (Canis aureus) poate fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.. S-a
demonstrat ca sacalii aurii fac parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului rabic
este de cateva ori mai scazutd la sacalii aurii decat la alte specii de animale cu sange cald sau pasari. Perioada de 180
de zile destinata monitorizarii este suficient de lungad pentru a lasa timp simptomelor clinice de rabie sa apara la
sacalii aurii. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei la sacalii aurii reprezinta
metode demonstrative si precise de detectare a rabiei la animale, dupa finalizarea testului.

Concluzie:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru sacalii aurii (Canis aureus) si daca se administreaza
oral o0 doza de zece ori mai mare decat doza recomandatd. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice
de dupa administrarea vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.
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Nr.
ord.
animal

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Nr.
ident.
animal

GJal
GJ42
GJ43
GJ44
GJ45
GJ46
GJ47
GJ48
GJ49
GJ50

LYSVULPEN por. ad us. vet.

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,
tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - sacalii aurii (Canis aureus)

Caracteristicile animalului

Observatii
varsta sex stare de sdnatate
6 luni a bund
6 luni ? buna
6 luni ? buna foarte agresiv
3 luni a bund
3 luni a bund
3 luni ? buna
3,5 luni 3 buna
3,5 luni 2 buna
4 luni a buna
4 luni ? buna foarte timid
Partea a Ill-a
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 370C si 5% CO2- produs de compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2-8cC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID® = 107Y¥ ml (in scopul verificarii, virusul a fost
concentrat Tn doza TCID5= 1090 ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - sacal

d2) Gen sau rasa - sacal auriu (Canis aureus)

d3) Categorie animal - sacali tineri cu o varsta cuprinsa intre 3 - 6 luni

d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe (gradini zoologice, etc.)
ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

d6) Numar de animale - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost {inute - sacalii au fost tinuti cate 5 Tn boxe. Boxa a fost impartita intr-o
constructie interioard, prevazuta cu spatii de repaus pentru sacali, si zona exterioara. Zona interioara a fost
cimentatd, iar zona exterioara este reprezentatd de o portiune acoperita cu nisip. Zona integrala (adica
platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci sacali.

d8) Hranirea animalelor - sacalii au fost hraniti cu amestec furajer granulat pentru caini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec granulat au fost determinate pe baza recomandarii
producatorului Tn functie de greutatea sacalilor. Sacalii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00. Sacalii au
putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., lvanovice na Hane

e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale
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Doza de administrare - o cantitate de 10 doze de administrare

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat Tn blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - o singura vaccinare a unei doze de zece ori mai mare decat doza recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - sacalii supusi testelor au fost monitorizati zilnic pe durata unei perioade de
180 de zile. Dupa aceasta perioada, sacalii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
sacalilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1 februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca Tn domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 10
NI . Nr.
ord. |dgnt.

animal
1 GJ41
2 GJ42
3 GJ43
4 GJ44
5 GJ45
6 GJ46
7 GJa7
8 GJ48
9 GJ49
10 GJ50

LYSVULPEN por. ad us. vet.

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,
e-mail: comm@bioveta.cz

tel.: 00420 517 318 500

Siguranta administrarii unei supradoze - la sacalul auriu (Canis aureus)

Serie
vaccin

34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06
34 06

Data
administrarii
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99
28.7.99

1 luna

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

2 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
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Evaluare clinica

3 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

4 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

5 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

6 luni

corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde
corespunde

corespunde

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

test
biologic
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

Obs.
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3. Siguranta administrarii repetate a unei doze

A. Siguranta administrarii repetate a unei doze - la vulpea rosie (Vulpes vulpes)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii repetate pe cale orala a dozei
recomandate de vaccin la 10 vulpi rosii (Vulpes vulpes). La 180 de zile de la administrarea primei doze nu au aparut
simptome de rabie la vulpile supuse testelor. Apoi, s-a administrat cea de-a doua doza de vaccin. Dupa finalizarea
perioadei de monitorizare de 180 de zile, toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic Tn
creierul vulpilor a fost testata prin intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a stabilit
prezenta rabiei.

Expunere:

Vulpea rosie (Vulpes vulpes) este specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.. S-a
demonstrat ca vulpile fac parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului rabic este
de cateva ori mai scazuta la vulpi decat la alte specii de animale cu sange cald sau pasari. Perioada de 180 de zile
destinatda monitorizarii atat primei administrari, cat si a celor reperate, este suficient de lunga pentru a lasa timp
simptomelor clinice de rabie sa apara la vulpi. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a
rabiei la vulpi reprezintd metode demonstrative si precise pentru detectarea rabiei la animale, dupa finalizarea
testului.

Concluzie:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru vulpile rosii (Vulpes vulpes) si daca doza recomandata
se administreaza oral in mod repetat. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa administrarea
vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - vulpea rosie (Vulpes vulpes)

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal varsta sex stare de sanatate
1 L51 3 luni B buna
2 L52 3 luni B buna
3 L53 3 luni ? buna
4 L54 3 luni B buna
5 L55 3 Juni , buns o rané'd_e dimensiuni
: mici pe sold
6 L56 4 luni ) buna
7 L57 4 luni B buna
8 L58 4.5 luni B buna
9 L59 4.5 luni B buna
10 L60 4,5 luni ? buna
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs de compania Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8oC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID50 = 1061 ml (pentru prima vaccinare)
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 45 07 - cu titrul TCID50 = 1072 ml (pentru a doua vaccinare)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - vulpe

d2) Gen sau rasa - vulpea rosie (Vulpes vulpes)

d3) Categorie animal - pui de vulpe rosie cu o varsta cuprinsa intre 3 - 4,5 luni
d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe

ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

ds) Numar de animale - 10

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - vulpile au fost tinute cate 5 in boxe. Vulpile de acelasi sex au
fost Tntotdeauna tinute Tn aceeasi boxa. Boxa era impartita intr-o constructie interioara, prevazuta cu spatii de
repaus pentru vulpi, si zona exterioara. Zona interioara era cimentata, iar zona exterioara era reprezentata de o
portiune acoperita cu nisip. Zona totald (adica platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea o
marime de 10 metri patrati pentru cinci vulpi.

ds) Hranirea animalelor - vulpile au fost hranite cu un amestec furajer granulat pentru céini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului Tn functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost hranite o data pe zi, la ora 14:00.
Vulpile au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
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e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - administrarea repetatd a unei (1) doze de administrare (1 momeala)

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat Tn blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - vaccinare repetata a dozei de administrare recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - vulpile supuse testelor au fost monitorizate pe durata unei perioade de 180
de zile de la administrarea primei si celei de-a doua doze. Dupa perioada de monitorizare de dupa administrarea
celei de-a doua doze, vulpile au fost sacrificate fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, Th laborator - diagnosticarea prezentei rabiei Tn creierul
vulpilor sacrificate s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinara din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 7
NT .Nr.
ord. |d_ent.

animal
1 L51
2 L52
3 L53
4 L54
5 L55
6 L56
7 L57
8 L58
9 L59
10 L60
Nr. .Nr.
ord. |dfent.

animal
1 L51
2 L52
3 L53
4 L54
5 L55
6 L56
7 L57
8 L58
9 L59
10 L60

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,

tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

Siguranta administrarii repetate a unei doze - la vulpea rosie (Vulpes vulpes)

Prima
admin.

zi serie

26.8.1999

34 06

A doua

admin.

zi serie

8.3.2000

LYSVULPEN por. ad us. vet.

45 07

1 lund

Evaluare clinicd dupd prima administrare a vaccinului

2 luni 3 luni 4 luni 5 luni

Evaluare clinicd dupd a doua administrare a vaccinului

2 luni 3 luni 4 luni 5 luni

Partea a lll-a

6 luni

Examinare Tn laborator

fluorescentd
directd

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

test biologic
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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B. Siguranta administrarii repetate a unei doze - la cainele-enot (Nyctereutes procyonoides)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii repetate pe cale orald a dozei
recomandate de vaccin la caini-enot (Nyctereutes procyonoides). La 180 de zile de la administrarea primei doze, nu
au aparut simptome de rabie la cainii-enot supusi testelor. Apoi, s-a administrat cea de-a doua doza de vaccin. Dupa
finalizarea perioadei de monitorizare de 180 de zile, toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului
rabic Tn creierul la cainilor-enot a fost testata prin intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem
nu a stabilit prezenta rabiei la niciunul din cazuri.

Expunere:

Cainele-enot (Nyctereutes procyonoides) este cel de-al doilea animal {inta pentru administrarea vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet.. Din punct de vedere al evolutiei, cinele-enot este una dintre cele mai vechi rase
canine. Cu mult timp Tn urmé, traia in Orientul Tndepartat. Pentru a-i creste si mai mult blana, cainele-enot a fost
naturalizat Tn diferite zone ale fostei Uniuni Sovietice, Tncepand cu anii 1930. S-a raspandit relativ catre vest si, Tn
zilele noastre, traieste pe o suprafata extinsa comparabila cu suprafata Frantei. A aparut in Republica Ceha inca din
ani 1970. Cainele-enot este un animal omnivor. S-a demonstrat ca din categoria animalelor predispuse la rabie face
parte si cainele-enot. Perioada de 180 de zile destinata monitorizarii este suficient de lungd pentru a lasa timp
simptomelor clinice de rabie sa apara la céinele-enot. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post
mortem” a rabiei la clinele-enot reprezinta metode demonstrative si precise pentru detectarea rabiei la animale, dupa
finalizarea testului.

Concluzie:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru cainii-enot (Nyctereutes procyonoides) si daca doza
recomandata este administrata oral in mod repetat. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa
administrarea vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - cainele-enot (Nyctereutes procyonoides)

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal Varsta sex stare de s&natate
1 M21 3 luni 2 buna
2 M22 3 luni 2 buna
3 M23 3 luni a buna
4 M24 3 luni 2 buna
5 M25 3 luni a buna
6 M26 3 luni 2 buna
7 M27 6 luni 2 buna
8 M28 6 luni a buna
9 M29 6 luni a buna

10 M30 6 luni buna

Q»
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)
a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8aC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID50 = 1061/ ml (pentru prima vaccinare)
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 45 07 - cu titrul TCID50 = 1072/ ml (pentru a doua vaccinare)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - cainele-enot

d2) Gen sau rasa - cainele-enot (Nyctereutes procyonoides)

d3) Categorie animal - animale tinere cu o varsta cuprinsa intre 3 - 6 luni
d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe

ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

ds) Numar de animale - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - cainii-enot au fost tinuti cate 5 in boxe. Cainii-enot de acelasi
sex au fost Tntotdeauna tinuti Tn aceeasi boxa. Boxa a fost impartita intr-o zona interioara, prevazuta cu un
spatiu de repaus pentru cainii-enot, si zona exterioara. Zona interioara a fost cimentatd, iar zona exterioara era
reprezentata de o portiune acoperita cu nisip. Zona totala (adica platforma constructiei interioare plus zona
adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci caini-enot.

ds) Hranirea animalelor - cainii-enot au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru caini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului in functie de greutatea cainilor-enot. Cainii-enot au fost hraniti o data pe zi, la
ora 14:00. Cainii-enot au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale
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Doza de administrare - administrarea repetatd a unei (1) doze de administrare (1 momeald)

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat in blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - vaccinare repetatd a dozei de administrare recomandata

Monitorizarea reactiilor generale - cainii-enot supusi testelor au fost monitorizati pe durata unei perioade de
180 de zile de la administrarea primei si celei de-a doua doze. Dupa perioada de 180 de zile de dupa administrarea
celei de-a doua doze, cainii-enot au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
cainilor-enot sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul
biologic pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatjii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 8
Nr. Serie
ord.  vaccin

1 M21
2 M22
3 M23
4 M24
5 M25
6 M26
7 M27
8 M28
9 M29
10 M30
Nr. .Nr
ord. |d?nt
animal
1 M21
2 M22
3 M23
4 M 24
5 M25
6 M26
7 M27
8 M28
9 M29
10 M30

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,

tel.: 00420 517 318 500

e-mail: comm@bioveta.cz

Siguranta administrarii repetate a unei doze - la cainele-enot (Nyctereutes procyonoides)

Prima

admin.

zi serie

23.8.1999

34 06

A doua

admin.

zi serie

15.3.2000

LYSVULPEN por. ad us. vet.

45 07

1lunad

1 lund

Evaluare clinicd dupd prima administrare a vaccinului

2 luni 3 luni
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce

4 luni 5 luni
corespunce corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce corespunce
corespunce  corespunce

Evaluare clinicd dupd a doua administrare a vaccinului

2 luni 3 luni
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce

Partea a lll-a

4 luni 5 luni
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunde  corespunce
corespunce  corespunce

6 luni

6 luni

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directd

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

test biologic
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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C. Siguranta administrarii repetate a unei doze - la lup (Canis lupus)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii repetate pe cale orald a dozei
recomandate de vaccin la 10 lupi (Canis lupus). La 180 de zile de la administrarea primei doze, nu au aparut
simptome de rabie la lupii supusi testelor. Apoi, s-a administrat cea de-a doua doza de vaccin. Dupa finalizarea celei
de-a doua perioade de monitorizare de 180 de zile, toate animalele testate au fost sacrificate, iar prezenta virusului
rabic Tn creierul lupilor a fost testata prin intermediul metodelor de laborator. Diagnosticarea post mortem nu a
stabilit prezenta rabiei.

Expunere:

Lupul (Canis lupus) poate fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.. S-a
demonstrat ca lupii fac parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului rabic este de
cateva ori mai scazuta la lupi decét la alte specii de animale cu sange cald sau pasari. Perioada de 180 de zile
destinatd monitorizarii atat primei administrari, cat si a celor reperate este suficient de lunga pentru a lasa timp
simptomelor clinice de rabie sa apara la lupi. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea ,,post mortem” a
rabiei la lupi reprezinta metode demonstrative si precise pentru detectarea rabiei la animale, dupa finalizarea testului.

Concluzie:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru lupi (Canis lupus) si daca doza recomandata este
administrata oral Tn mod repetat. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa administrarea
vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.

LYSVULPEN por. ad us. vet. Partea a Ill-a


mailto:comm@bioveta.cz

Nr.
ord.
animal

1
2

(62 I SN

10

Nr.
ident.
animal

W 51
W 52
W 53
W 54
W 55
W 56
W 57
W 58
W 59
W 60

LYSVULPEN por. ad us. vet.

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,
tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - lup (Canis lupus)

Caracteristicile animalului

Observatii
Varsta sex stare de sdnatate
3,5 luni 3 buna
3,5 luni ) buna
4 luni a buna foarte agresiv
4 luni ) buna
4 luni ) buna
3,5 luni 3 buna
3,5 luni 3 buna
3,5 luni ) buna foarte agresiv
3 luni ? buna foarte agresiv
3 luni a buna
Partea a Ill-a
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8aC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID%0 = 1071/ ml (pentru prima vaccinare) (in scopul
verificarii, virusul a fost concentrat in doza TCIDs0 = 1x 10 x 8.0/ml)
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 45 07 - cu titrul TCID50 = 1072/ ml (pentru a doua vaccinare)
(in scopul verificarii, virusul a fost concentrat in doza TCID50= 1x 10 x 8.0/ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - lup

d2) Gen sau rasa - lup (Canis lupus)

d3) Categorie animal - lupi tineri cu o varsta cuprinsa intre 3,5 - 4 luni

d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe (gradini zoologice, etc.)
ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

ds) Numar de animale - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - lupii au fost tinuti cate 5 n boxe. Boxa era Tmpartita intr-o
constructie interioara, prevazuta cu un spatiu de repaus pentru lupi, si zona exterioara. Zona interioara era
cimentatd, iar zona exterioara era reprezentatd de o portiune acoperitd cu nisip. Zona integrala (adica
platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci lupi.

ds) Hranirea animalelor - lupii au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru caini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului Tn functie de greutatea lupilor. Lupii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00.
Lupii au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
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e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - administrarea repetatd a unei (1) doze de administrare (1 momeala)

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat Tn blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - vaccinare repetatd a dozei de administrare recomandata

Monitorizarea reactiilor generale - lupii supusi testelor au fost monitorizati pe durata unei perioade de 180 de
zile de la administrarea primei si celei de-a doua doze. Dupa perioada de 180 de zile de dupa administrarea celei
de-a doua doze, lupii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, Th laborator - diagnosticarea prezentei rabiei Tn creierul
lupilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic pe
soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicina veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 15
Nr. ) Nr.
ord. |d?nt.

animal
1 W51
2 W52
3 W53
4 W54
5 W55
6 W56
7 W57
8 W58
9 W59
10 W60
Nr. NT.
ord. ident.
animal
1 W51
2 W52
3 W53
4 W54
5 W55
6 W56
7 W57
8 W58
9 W59
10 W60

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,

tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

Siguranta administrarii repetate a unei doze - la lup (Canis lupus)

Prima
admin.

zi serie

26.8.1999

34 06

A doua

admin.

zi serie

8.3.2000

LYSVULPEN por. ad us. vet.

45 07

1lund

1lunad

Evaluare clinicd dupd prima administrare a vaccinului

2 luni 3 luni 4 luni 5 luni

Evaluare clinicd dupd a doua administrare a vaccinului

2 luni 3 luni 4 luni 5 luni

Partea a lll-a

6 luni

6 luni

Examinare Tn laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

test biologic

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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D. Siguranta administrarii repetate a unei doze - la cainele fara stapan (Canis lupus familiaris)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii repetate pe cale orald a dozei
recomandate de vaccin la 10 céini (Canis lupus familiaris). Pe durata unei perioade de 180 de zile de la
administrarea primei doze, nu au aparut simptome de rabie la cainii supusi testelor. Apoi, s-a administrat cea de-a
doua doza de vaccin. Dupa finalizarea perioadei de monitorizare de 180 de zile, toate animalele testate au fost
sacrificate, iar prezenta virusului rabic in creierul cainilor a fost testata prin intermediul metodelor de laborator.
Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta rabiei.

Expunere:

Cainele (Canis lupus familiaris) poate fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet..
S-a demonstrat ca din categoria animalelor predispuse la rabie face parte si clinele. Doza infectioasa a virusului
rabic este de cateva ori mai scazuta la caini decét la alte specii de animale cu sange cald sau pasari. Perioada de 180
de zile destinatd monitorizarii atat primei administrari, cat si a celor reperate este suficient de lunga pentru a lasa
timp simptomelor clinice de rabie sa apard la céini. Metodele de laborator utilizate pentru diagnosticarea ,,post
mortem” a rabiei la cline reprezintd metode demonstrative si precise de detectare a rabiei la animale, dupa
finalizarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru céini (Canis lupus familiaris) daca doza recomandata

este administrata oral Tn mod repetat. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupd administrarea
vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperaturd 2 - 8aC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID%0 = 1071/ ml (pentru prima vaccinare) (in scopul
verificarii, virusul a fost concentrat Tn doza TCID50 = 1x 10 x 8.0/ml)
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 45 07 - cu titrul TCID% = 1072 ml (pentru a doua vaccinare) (in scopul
verificarii, virusul a fost concentrat in doza TCID50 = 1x 10 x 8.0/ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - caine

d2) Gen sau rasa - cainele (Canis lupus familiaris)

d3) Categorie animal - caini tineri cu o varsta cuprinsd intre 3 - 4 luni
d4) Origine - animalele au provenit de la crescatoria proprie Bioveta, as.
ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

ds) Numar de animale - 10

d7) Conditiile Tn care animalele au fost tinute - cainii au fost tinuti cate 5 Tn boxe. Boxa era Tmpartita intr-o
constructie interioara, prevazuta cu un spatiu de repaus pentru caini, si zona exterioard. Zona interioara a fost
cimentatd, iar zona exterioara era reprezentatd de o portiune acoperitd cu nisip. Zona integrald (adica
platforma constructiei interioare plus zona adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci caini.

ds) Hranirea animalelor - céinii au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru céini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului Tn functie de greutatea cainilor. Cainii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00.
Cainii au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

LYSVULPEN por. ad us. vet. Partea a Ill-a


mailto:comm@bioveta.cz

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 Ivanovice na Hane, Czech Republic,
tel.: 00420 517 318 500 e-mail: comm@bioveta.cz

e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - administrarea repetat a unei (1) doze de administrare (1 momeala)

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat in blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - vaccinare repetata a dozei de administrare recomandata.

Monitorizarea reactiilor generale - cainii supusi testelor au fost monitorizati pe durata unei perioade de 180 de
zile de la administrarea primei si celei de-a doua doze. Dupa perioada de 180 de zile de dupa administrarea celei
de-a doua doze, cainii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, Th laborator - diagnosticarea prezentei rabiei Tn creierul
cainilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicind veterinara din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 16
NI . Nr.
ord. |dfent.

animal
1 D51
2 D52
3 D53
4 D54
5 D55
6 D56
7 D57
8 D58
9 D59
10 D60
NI . Nr.
ord. |dfent.

animal

1 D51
2 D52
3 D53
4 D54
5 D55
6 D56
7 D57
8 D58
9 D59
10 D60

BIOVETA, a. s., Komenskeho 212, 683 23 lvanovice na Hane, Czech Republic,

tel.: 00420 517 318 500

e-mail: comm@bioveta.cz

Siguranta administrarii repetate a unei doze - la caine (Canis lupus familiaris)

Prima
admin.

zi serie

26.8.1999

34 06

A doua

admin.

zi serie

8.3.2000

LYSVULPEN por. ad us. vet.

45 07

1lund

1lund

Evaluare clinicd dupd prima administrare a vaccinului

2 luni 3 luni
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce

4 luni 5 luni
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce

Evaluare clinicd dupd a doua administrare a vaccinului

2 luni 3 luni
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce

Partea a Ill-a

4 luni 5 luni
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce
corespunde  corespunce

6 luni

6 luni

Examinare Tn laborator

fluorescentd
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

test biologic

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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E. Siguranta administrarii repetate a unei doze - la sacalul auriu (Canis aureus)

Rezumat:

Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. a fost testat pe durata administrarii repetate pe cale orald a dozei
recomandate de vaccin la 10 sacali aurii (Canis aureus). Pe durata unei perioade de 180 de zile de la administrarea
primei doze, nu au aparut simptome de rabie la sacali aurii supusi testelor. Apoi, s-a administrat cea de-a doua doza
de vaccin. Dupa finalizarea perioadei de monitorizare de 180 de zile, toate animalele testate au fost sacrificate, iar
prezenta virusului rabic Tn creierul sacalilor aurii a fost testata prin intermediul metodelor de laborator.
Diagnosticarea post mortem nu a stabilit prezenta rabiei.

Expunere:

Sacalul auriu (Canis aureus) poate fi specia tinta pentru administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.. S-a
demonstrat ca sacalul auriu face parte din categoria animalelor predispuse la rabie. Doza infectioasa a virusului rabic
este de cateva ori mai scazuta la sacalii aurii decat la alte specii de animale cu sénge cald sau pasari. Perioada de 180
de zile destinata monitorizarii atat primei administrari, cat si a celor reperate, este suficient de lunga pentru a lasa
timp simptomelor clinice de rabie sa apara la sacalul auriu. Metodele de laborator aplicate pentru diagnosticarea
,»post mortem” a rabiei la sacalii aurii reprezinta metode demonstrative si precise de detectare a rabiei la animale,
dupa finalizarea testului.

Concluzie:
Vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. este inofensiv pentru sacalii aurii (Canis aureus) si daca doza recomandata

se administreaza oral in mod repetat. Rezultatele au fost obtinute pe baza monitorizarii clinice de dupa administrarea
vaccinului si pe baza examinarii ,,post mortem” din laborator, de dupa finalizarea testului.
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Lista animalelor supuse testului inofensiv de administrare
a unei singure supradoze si caracteristicile acestora
(categorie - sacalul auriu (Nyctereutes procyonoides)

Nr. Nr. Caracteristicile animalului
ord. ident. Observatii
animal  animal varsta sex stare de sanatate
1 GJ51 6 luni a buna
2 GJ52 6 luni ? buna foarte agresiv
3 GJ53 3 luni a buna
4 GJ54 3 luni ) buna
5 GJ55 3,5 luni ) buna
6 GJ56 5 luni a buna foarte agresiv
7 GJ57 5 luni 3 buna foarte agresiv
8 GJ58 5 luni 2 buna
9 GJ59 5 luni a buna
10 GJ60 5 luni 2 buna
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Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al)  Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei
- imunofluorescenta directa (Dean and Abelseth, 1973)
- test biologic pe soareci (Koprowski, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8aC)

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 34 06 - cu titrul TCID50 = 1071/ ml (pentru primavaccinare)
(in scopul verificarii, virusul a fost concentrat in doza TCID50= 1x 10 x 8.0/ml)
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 45 07 - cu titrul TCID50 = 1072/ ml (pentru a doua vaccinare)
(in scopul verificarii virusul a fost concentrat in doza TCID50= 1x 10 x 8.0/ml)
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - sacal

d2) Gen sau rasa - sacal auriu (Canis aureus)

d3) Categorie animal - sacali tineri cu o varsta cuprinsa intre 3 - 6 luni

d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe (gradini zoologice, etc.)
ds) ldentificare - tatuaj pe ureche

ds) Numar de animale - 10

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - sacalii au fost tinuti cate 5 Tn boxe. Boxa era Tmpartitad intr-o
constructie interioard, prevazuta cu un spatiu de repaus pentru sacali, si zona exterioard. Zona interioara a fost
cimentatd, iar zona exterioara era reprezentata de o portiune acoperita cu nisip. Zona totala (adica platforma
constructiei interioare plus zona adiacentd) avea 0 marime de 10 metri patrati pentru cinci sacali.

d8) Hranirea animalelor - sacalii au fost hraniti cu amestec furajer granulat pentru caini, fabricat de un
producator comercial, si acreditat pe teritoriul Republicii Cehe, dar si cu resturi de carne fiarta si intestine
selectate din abatoare autorizate sanitar. Dozele de amestec furajer granulat au fost determinate pe baza
recomandarii producatorului in functie de greutatea sacalilor. Sacalii au fost hraniti o data pe zi, la ora 14:00.
Sacalii au putut bea apa dupa pofta.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane

d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., lvanovice na Hane
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e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - administrarea repetat a unei (1) doze de administrare (1 momeala)

Cale de administrare - orald (consum natural); dovada consumului a constat Tn blisterele de plastic-aluminiu
gasite sparte.

Plan de administrare - vaccinare repetatd a dozei de administrare recomandata

Monitorizarea reactiilor generale - sacalii supusi testelor au fost monitorizati zilnic pe durata unei perioade de
180 de zile de la administrarea primei si celei de-a doua doze. Dupa perioada de 180 de zile de dupa administrarea
celei de-a doua doze, sacalii au fost sacrificati fara suferinta.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, Th laborator - diagnosticarea prezentei rabiei Tn creierul
sacalilor sacrificati s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973) si testul biologic
pe soareci (Koprowski, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicina veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:

Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980

Societatea stiintifica cehoslovaca in domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.
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Tabel nr. 17

animel
Gl51
G52
G338
G4
GI55
GI%6
GJ57
GI58
GI59
Gle0

B © o N o o > 0w N

Nr.
ident.
animal

2=

G5l
G52
GJ53
G4
G55
GJ56
GJ57
GJs8
&J59
GJ60

B © 0o N o g b~ w N
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Siguranta administrarii repetate a unei doze - la sacalul auriu (Canis aureus)

Prima
admin.

Zi

191999

serie

3406

a do_ua
admin.

zZi

16.3.2000

serie

45 Q07

1lund

Evaluare clinica dupa prima administrare a vaccinului

2 luni

Evaluare clinica dupd a doua administrare a vaccinului

3luni

2 luni 3 luni
corespunce corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce
corespunce corespunce
corespunce corespunce
corespunce corespunce
corespunce corespunce
corespunce corespunce
corespunce  corespunce
corespunce  corespunce

Partea a lll-a

4 luni

4 luni

5 luni

5 luni

6 luni

Examinare in laborator

fluorescenta
directa

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

test biologic

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
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E. Siguranta pentru rozatoarele crescute in libertate, testate in conditii de laborator (dovada faptului ca
tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul)

Rezumat:
a) Monitorizare clinica
Vaccinarea s-a facut prin administrarea virusului rabic, tulpina SAD-Bern la 50 de soareci de camp intr-o

cantitate de 0.03 x (1075 TCIDS). Apoi, soarecii de cdmp vaccinati au fost tinuti la un loc cu 50 de soareci de
camp nevaccinati (animale de control). Pe durata perioadei de monitorizare de 180 de zile, nu s-au raportat
decese la animalele testate pentru rabie din niciunul din cele doua grupuri. Din grupul animalelor la care
virusul a fost administrat, un soarece de camp a murit, iar din grupul de control, doi soareci de cAmp au murit.
Nu s-a diagnosticat prezenta rabiei la niciunul din animalele moarte. Dupa finalizarea testului, toate animalele
au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic Tn creier a fost testata prin intermediul metodei fluorescentei
directe. Nu s-a dovedit prezenta rabiei la niciunul din cazuri.

b) Dovada prezentei virusului rabic

Dupa administrarea vaccinului de virus rabic, tulpina SAD-Bern in cantitate de 0.03 x (1075 TCIDS)) la 50 de
soareci de camp dupa plasarea animalelor vaccinate la un loc cu 50 de soareci de camp la care nu s-a
administrat virusul (animale de control), prezenta virusului rabic a fost verificatd prin metoda fluorescentei
directe in nasofaringele, glanda salivara, nervul ischiadic, maduva spinarii, musculatura membrului inferior,
ficatul si creierul animalelor din ambele grupuri. Examinarea s-a facut pe 10 dintre animalele din fiecare grup
in cea de-a 7-a, a 14-a, a 21-a, a 28-a si cea de-a 35-a zi de la Tnceperea testului. La soarecii de camp la care s-
a administrat virusul, prezenta virusului a fost demonstrata Tn cea de-a 7-a zi in nasofaringele de la 8 animale
(80%0) si In ziua a 14-a in nasofaringele unui (1) animal (10%). Nu s-a dovedit prezenta rabiei la niciunul din
animalele de control.

Expunere:

Dovada faptului ca vaccinarea virusului rabic, tulpina SAD-Bern nu se raspandeste de la un animal la altul printre
rozatoarele crescute Tn libertate, este extrem de importantd. Rozatoarele crescute Tn libertate (soarecii, soarecii de
camp, popandaul etc.) sunt predispuse la virusul rabic si, prin administrarea obisnuita a vaccinului LYSVULPEN
por. ad us. vet. (la fel ca si in cazul altor preparate similare, produse de alte companii, adica prin distribuire gratuita
n domenii diferite), se poate Tntampla ca (si se Tntampla) ca momeala amplasata sa fie consumata de alte animale
decat cele tinta - vulpea rosie sau cainele-enot. Unul dintre aceste grupe de animale, care nu fac tinta studiului, sunt
rozatoarele crescute Tn libertate. Acestea consuma numai substanta momelii, dar sunt cazuri in care musca prin
blisterele de plastic-aluminiu, venind Tn contact cu virusul vaccinal plasat in interiorul blisterelor (s-au gasit blistere
avariate de rozatoare). Este foarte important din punct de vedere al epizootiologiei s& se dovedeascad faptul ca
aparitia si raspandirea rabiei este total exclusa Tn cazul unui contact de acest tip.

Soarecele de camp a fost folosit ca model de rozatoare crescutd in libertate pentru testul menit sd demonstreze
raspandirea tulpinii SAD-Bern. Pe teritoriul tarii noastre, acesta este animalul cel mai raspandit (traieste Tn colonii),
n special pe miristi si cAmpuri intinse de trifoi si lucernd, acolo unde contactul intens ntre indivizii din colonii
apare in mod frecvent. Este important ca, pe perioada acestui contact intens, soarecele de camp sa fie principala
sursd de nutritie pentru vulpea rosie si alti pradatori (bursucul, dihorul, nevastuica, mistretul salbatic, soricarul,
vindereul si multe altele). Tn perioada Tn care prezenta acestor rozitoare este excesiva, ele sunt adesea vanate de
pisicile domestice, ca urmare a diversitatii nutritionale pe care acestea o cautd. Cel mai des acestea sunt pisici
domestice si nu pisici salbatice care vaneaza soareci de cAmp. Apoi, pisicile domestice se Intorc acasa si intra n
contact cu animalele domestice si oamenii. Evitarea transmiterii vaccinarii virusului rabic, tulpina SAD-Bern printre
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rozatoarele crescute Tn libertate este importantd nu numai din punct de vedere al transmiterii infectiei, ca urmare a
contactului dintre diferite specii de animale, dar si din punct de vedere al transmiterii infectiei cu rabie la oameni. O
atentie deosebitd trebuie acordatd patogenitatii virusurilor vaccinale administrate pe care orald pentru imunizarea
animalelor Tmpotriva rabiei. Acest lucru este atestat de un numar de lucrari recent publicate (de exemplu, Follmann
and partners, 1996).

Concluzie:

Pe baza unui experiment realizat pe soareci de camp, s-a demonstrat ca vaccinarea virusului rabic, tulpina SAD-
Bern nu se raspandeste de la un animal la altul, Tn cazul rozatoarelor crescute n libertate.

Procedura de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor generale - monitorizarea generald a animalului si Tnregistrarea
reactiilor generale (acordand o atentie deosebita Tnregistrarii simptomelor clinice asociate cu rabia)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei - imunofluorescenta directd (Dean and Abelseth, 1973)

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- microscop imunofluorescent - tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl - Zeiss Jena
- seringi de 0.1 ml - tip: Hemilton
- incubator - 37 oC si 5% CO2- produs marca Hereus
- frigider Calex 250 | (temperatura 2 - 8oC)
- instrumente de disectie

c) Descrierea materialelor folosite:
- caiet pentru notite
- LYSVULPEN por. ad us. vet., seria 36 06 - cu titrul TCID50 = 1080/ ml
- conjugat antirabic si conjugat negativ, produs de Bioveta, a.s., Ivanovice na Hane

d) Animale testate:
d1) Specie - soarece de camp

d2) Gen sau rasa - soarece de cAmp (Microtus arvalis)

d3) Categorie animal - animale adulte (categorii variate de varsta si sex)
d4) Origine - animalele au provenit de pe teritoriul Republicii Cehe

ds) Identificare - combinatii variate ca urmare a crestarii ambelor urechi
dé) Numar de animale - 200

d7) Conditiile in care animalele au fost tinute - soarecii de cdmp au fost tinuti Tn recipiente de plastic clasice
pentru cresterea soarecilor de laborator. Capacul superior a fost confectionat din fire inoxidabile. Recipientele
erau localizate Tn incinta unor Tncaperi prevazute cu aer conditionat si cu o temperatura, umiditate si circulatie
a aerului stabile. Soarecii de camp au fost pastrati cate zece in recipient.
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d8) Hranirea animalelor - soarecii de cAmp au fost hraniti cu un amestec furajer granulat pentru soareci. S-au
adaugat verdeturi, bucdti de fructe (mere, pere) si furaje din sfecla. Apa a putut fi bautd dupad poftd din
picuratoare automate pentru apa.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, as., Ivanovice na Hane
d10) Denumirea institutului care realizeaza testele - Bioveta, as., lvanovice na Hane

e) Doza de administrare, calea de administrare, planul de administrare, planul de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si generale

Doza de administrare - 0.03 ml de vaccin LYSVULPEN por. ad us. vet. comercial, seria 36 06, cu titrul 1080
TCIDEYmI

Cale de administrare - orald - administrare prin sondare in cavitatea bucala.

Plan de administrare

a) 50 de soareci de camp - 0.03 ml pe cale orala (la 50 de soareci de cAmp nu s-a administrat vaccinul - grup de
control). Cinci soareci de camp vaccinati si ne-vaccinati au fost pastrati intr-un singur recipient.

b) 50 de soareci de camp - 0.03 ml pe cale orala (la 50 de soareci de cdmp nu s-a administrat vaccinul - grup de
control). Cinci soareci de camp vaccinati si ne-vaccinati au fost pastrati Tntr-un singur recipient.

Monitorizarea reactiilor generale

a) Perioada de monitorizare a durat 180 de zile (pentru depistarea simptomelor clinice de rabie). Dupa finalizarea
testului, animalele au fost sacrificate si s-a verificat prezenta rabiei in creierul rozatoarelor prin intermediul
fluorescentei directe.

b) Zece animale vaccinate si zece animale nevaccinate au fost sacrificate dupa 7, 14, 21, 28 si 35 de zile. Apoi s-a
facut examinarea prin intermediul fluorescentei directe a nasofaringelui, glandei salivare, nervului ischiadic,
méaduvei spindrii, musculaturii membrului inferior, ficatului si creierului.

Rezultatele sunt afisate Tn tabelele nr. 9 si nr. 10.

Diagnosticarea ,,post mortem” a existentei rabiei, in laborator - diagnosticarea prezentei rabiei in creierul
animalelor sacrificate s-a realizat folosind metoda fluorescentei directe (Dean and Abelseth, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

Doctor-medic veterinar Vladimm Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Colegiul agricol si de industrie - specializare: medicina veterinara, in Kromenz
1973 - 1979: Universitatea de medicina veterinard din Brno
1 Aprilie, 1979: Bioveta, a.s., lvanovice na Hane, inceperea activitatii
1979 - 1980: Stagiu militar la Serviciul Veterinar al Politiei de Frontiera
1980 - 1987: Inspector inginerie independent al departamentului de control si management al calitatii
1985 - 1990: lucrare de diploma - obiect de studiu: disciplina stiintifica epizotologie si zooigiena.
1987 - 1995: Seful Departamentului de control si management al calitatii:
din 1februarie, 1995: Director de productie al Bioveta, s.r.o.
din 1 ianuarie, 1998 - prezent: Director de productie si al departamentului de dezvoltare a
biopreparatelor si produselor farmaceutice veterinare

Membrul al urmatoarelor organizatii de specialitate:
Societatea cehoslovaca de microbiologie - din 1980
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Societatea stiintifica cehoslovaca Tn domeniul micologiei - din 1980
Societatea cehoslovaca de imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor sau co-autor - 101 publicatii profesionale.

Autor certificate:

Autor sau co-autor - 15 brevete si 5 modele de utilitate.

Rapoarte finale:
Autor sau co-autor - 9 rapoarte finale referitoare la preparatele intrate in folosinta.

Specializare profesionald: imunologie, virologie

Doctor-medic veterinar Vladimfr Vrzal, CSc.
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Siguranta pentru rozatoarele crescute Tn libertate, testate in conditii de laborator (dovada faptului ca tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul)

Tabel nr. 9

a) Evaluare clinica

Nr.

. Specie
animale

soarece
50 buc de
camp

soarece
50 buc de
camp

LYSVULPEN por. ad us. vet.

Administrarea virusului
rabic tulpina, SAD-Bern

LYSVULPEN por. ad us.
vet. seria 36 06

a 0,03 x 1080 TCD%

fara administrarea
virusului
(animale de control)

Data
administrarii

18.8.1999

Partea a lll-a

1 luna

coresp.

coresp.

2 luni

coresp.

coresp.

Perioada de monitorizare

3 luni

coresp. 1
animal
mort
(negativ
pt. rabie)

coresp. 1
animal
mort
(negativ
pt. rabie)

4 luni

coresp.

coresp. 1
animal
mort
(negativ
pt. rabie)

5 luni

coresp.

coresp.

Diagnosticarea
rabiei folosind
metoda Obs.
6 luni fluorescentei
directe
animalele la care
s-a administrat
virusul si
animalele de
control au fost
tinute la un loc in
conditii obisnuite
(5+5 animale)

coresp. negativ

animalele la care

s-a administrat
virusul si

animalele de
control au fost

tinute la un loc in

conditii obisnuite
(5+5 animale)

coresp. negativ
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Siguranta pentru rozatoarele crescute Tn libertate, testate in conditii de laborator (dovada faptului ca tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul)

Tabel nr. 10

b) Diagnosticarea rabiei

Nr.

animale Specie
50 buc joa'iece
e camp

LYSVULPEN por. ad us. vet.

Administrarea

virusului rabic

tulpina, SAD-
Bern

LYSVULPEN
por. ad us. vet.
serie 36 06

a 0,03 x 1080
TCD%

Data
administrarii

18.8.1999

Diagnosticarea
rabiei prin
organe

Nasofaringe

Glandele
salivare

Nervul
ischiadic
Maduva spinarii
Musculatura

membrului
inferior

Ficat

Creier

Partea a lll-a

Diagnosticarea rabiei prin metoda fluorescentei directe

a7-azi

8 anim. pozitive
(80%0)

2 anim. negative
(20%)

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a l4-azi

1 anim. pozitiv
(10%9)

9 anim. negative
(90%0)

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

az2l-azi

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a28-azi

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a35-azi

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

animalele la
care s-a
administrat
virusul si
animalele de
control au fost
tinute laun
loc Tn conditii
obisnuite
(5+5 animale)
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Siguranta pentru rozatoarele crescute Tn libertate, testate in conditii de laborator (dovada faptului ca tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul)

Tabel nr. 10b

b) Diagnosticarea rabiei

Administrarea
virusului rabic
Nr. . tulpina, SAD-Bern
i Specie
animale
LYSVULPEN por.

ad us. vet. seria 36 06

fard administrarea
soarece

50 buc R
de camp

virusului (animale de
control)

LYSVULPEN por. ad us. vet.

D ata

administrarii

Partea a lll-a

Diagnosticarea rabiei prin
organe

Nasofaringe

Glandele salivare
Nervul ischiadic
Médduva spinarii

Musculatura membrului
inferior

Ficat

Creier

Diagnosticarea rabiei prin metoda fluorescentei directe

a7-azi

negativ
negativ
negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a 1l4-azi

negativ
negativ
negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a2l-azi

negativ
negativ
negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a 28-a zi

negativ
negativ
negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

a 35-a zi

negativ
negativ
negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

Obs.

animalele la
care s-a
administrat
virusul si
animalele de
control au fost
tinute laun
loc Tn conditii
obisnuite
(5+5 animale)
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5. Siguranta pentru rozatoarele crescute in libertate, testate in conditii de laborator (dovada faptului ca
tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul)

Rezumat:

S-a administrat Tn mod normal (prin Tnghitire spontand din adaptorul cu bild) virus rabic, tulpina SAD-Bem intr-o
cantitate de aprox. 0.5 ml de virus cu un titru de 1061 TCIDSY ml la 50 de soareci albi de laborator; apoi, aceste
animale au fost tinute la un loc cu 50 de soareci albi de laborator care nu au fost vaccinati n prealabil (animale de
control). Pe durata perioadei de monitorizare de 180 de zile, nu s-au raportat decese la animalele testate pentru rabie
n niciunul din cele doua grupuri de animale. Un soarece din grupul celor vaccinati a murit si un soarece din grupul
animalelor de control a murit de asemenea. Nu s-a diagnosticat prezenta rabiei la niciunul din animale moarte. Dupa
finalizarea testului, toate animalele au fost sacrificate, iar prezenta virusului rabic a fost testatd in creierul acestora
prin intermediul metodei fluorescentei directe.

Expunere:

Soarecele alb de laborator a fost folosit ca si animal model Tn scopul demonstrarii faptului ca virusul rabic, tulpina
SAD-Bern nu se raspandeste de la o rozatoare la alta. Aceste animale sunt predispuse la rabie si sunt de asemenea
folosite ca animale testate Tn scop demonstrarii prezentei virusului rabic la testul biologic.

Virusul SAD-Bern a fost administrat soarecilor in mod natural, adica soarecii au baut dintr-un adaptor cu bila. Spre
deosebire de administrarea virusului prin sondare in cavitatea bucald, spre exemplu, aceasta metoda de administrare
nu afecteaza zona delicata si sensibila a nasofaringelui. Aceste rani neobisnuite sau patrunderea nefireasca a
virusului Tn turbinele nazale poate cauza decesul animalelor ca urmare a rabiei. Metoda obisnuita de administrare a
virusului rabic, tulpina SAD-Bern la soarecii testati a dat nastere unor conditii identice cu cele din libertate, din
zonele unde rozatoarele intra in contact cu virusul vaccinal acoperit cu momeald. Prezenta rabiei nu a fost
diagnosticata dupa ce virusul a fost administrat in mod natural la animale si nu a aparut nici la animalele de control.
Prezenta virusul rabic nu a fost detectata nici Tn urma examinarii post mortem.

Concluzie:

Tn cazul rozatoarelor crescute Tn laborator s-a demonstrat pe baza unui experiment c&, in cazul soarecilor albi de
laborator, dupa administrarea pe cale naturald, virusul rabic, tulpina SAD-Bern nu se raspandeste de la un animal la
altul.
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor totale — monitorizarea totala a animalului si inregistrarea
reactiilor totale (cu atentie speciald acordata inregistrarii simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,, post mortem” a rabiei — imunofluorescenta directa (Dean si Abelseth, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:

- microscop pentru imunofluorescenta — tip: Phasenkontrast mit Mikroval- Mikroskopen, Carl-Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton

- incubator — 37 °Csi CO2 5% - de fabricatie Hereus

- frigider 250 | Calex (temperatura intre 2 si 8 °C)

- instrumentar de disectie

c) Descrierea materialelor utilizate:

- notes pentru luarea notitelor

- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 36 06 — titru virus TCIDs, = 10 *°/ml

- conjugat antirabic si negativ de fabricatie Bioveta, a.s. lvanovice na Hané

d) Animale de testare utilizate

d1) Specia — soarece

d2) Clasa sau soi — soarece alb de laborator

d3) categoria animalelor — animale cu greutatea intre 15 si 18 gr, de diferite sexe

d4) Origine — compania Anlab, Praga

d5) Identificare — etichetarea acvariilor, gdurirea urechii

d6) Numar animale — 100

d7) Conditiile in care au fost tinute animalele — animalele au fost tinute Tn acvarii din plastic traditionale
destinate cresterii soarecilor de laborator. Capacul a fost realizat din sarma inoxidabila. Acvariile au fost
pastrate in sali cu aer conditionat la temperatura, umezeala si flux de aer stabile. Soarecii au fost
crescuti cate zece intr-un acvariu.

d8) Hranirea animalelor — animalele au fost hranite cu hrand amestec sub forma de granule, disponibild
n comert, destinata soarecilor. Apa a fost disponibila ad libitum din dozatoare automate de apa.

d9) Denumirea proprietarului animalelor - Bioveta, a.s. Ivanovice na Hané

d10) Denumirea institutului de testare - Bioveta, a.s. Ivanovice na Hané

e) Doza administratd, modalitatea de administrare, schema de administrare, schema de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si totale

Doza administrata — aprox. 0,5 ml de virus — vaccin LYSVULPEN disponibil in comert, por. ad us. vet., lot
36 06, titru TCIDsp = 10 #°/ml

Modalitatea de administrare — per os din pompa de apa

Schema de administrare

n cazul a 50 de soareci albi de laborator li s-a administrat aprox. 0,5 ml p.o (in cazul a 50 de soareci nu s-
a administrat vaccinul — grup de control). Tn fiecare acvariu s-au tinut cinci soareci vaccinati si cinci
nevaccinati.

Monitorizarea reactiilor totale

Animalele au fost monitorizate timp de 180 de zile (monitorizarea simptomelor clinice ale rabiei). Dupa
finalizarea testului, animalele au fost sacrificati, diagnosticandu-se rabia Tn creierul acestora cu ajutorul
metodei fluorescentei directe.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul nr. 11.
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Diagnosticarea , post mortem” a rabiei in laborator —rabia a fost diagnosticata in creierul animalelor
sacrificate cu ajutorul metodei fluorescentei directe (Dean si Abelseth, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat analiza:

MVDr. Vladimir Vrazal, Csc.

Nascut la 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz

1973-1979 Facultatea de Medicina Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera

1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: studii pentru teza in domeniul epizotologiei si zooigienei

1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management

Din 1 februarie 1995: Director de productie la Bioveta s.r.o.

Din 1 ianuarie 1998 pana in prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare a biopreparatelor si
produselor farmaceutice de uz veterinar

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 101 publicatii profesionale.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 15 brevete si 5 proiecte.
Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Siguranta rozatoarelor de laborator, testate in conditii experimentale (demonstrarea faptului ca tulpina
virala nu se raspandeste de la un animal la altul)
Tabelul nr. 11

Evaluare clinica

Nr. Specia Administrarea | Ziua Diagnosticarea rabiei la nivelul organelor Diagnosticarea | Nota
animale virului SAD- administrarii | 1 luna 2 luni 3luni 4 luni 5 luni 6 luni rebiei prin

Bem metoda

LYSVULPEN fluorescentei

por. Ad us. directe

vet. Lot 36 06

50buc. Soarece | Laaprox. 0,5 | 18.8.1999 conform | conform [ conform | conform | conform | conform | Negativ Cregterea la
ab de mlx 1080 1 buc. comun a
laborator | TCIDso mort animalelor

(adapare (rabie — caroralis-a

naturald) neg.) administrat
virusul
impreuna cu
animalele de
control (5+5
animale)

50 buc. Soarece | Fara - conform | conform [ conform | conform | conform | conform | Negativ Cresterea la
ab de administrarea 1 buc. comun a
laborator | virusului mort animalelor

(animale de (rabie — caroralis-a

control) neg.) administrat
virusul
impreuna cu
animalele de
control (5+5

animale)
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6. Examinarea performantei reproductive

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet” destinat imunizarii pe cale orala a vulpilor contine virusul
rabic viu atenuat cu tulpina vaccinala SAD-Bern. Animalele tinta sunt vulpile rosii (Vulpes vulpes) si enotii
(Nyctereutes procyonoides). Dupa consumarea momelii si ingurgitarea blisterului de aluminiu, virusul
viu intra n contact cu sistemul imunitar in regiunea nazofaringiana inducand dezvoltarea anticorpilor
specifici antirabici de neutralizare a virusului si dezvoltarea imunitatii protectoare a animalului vaccinat.
Administrarea vaccinului antirabic pentru imunizarea orala a vulpilor si principiul dezvoltarii imunitatii
protectoare active nu au nici un impact negativ asupra parametrilor de reproducere a speciei {inta.
Monitorizarea parametrilor de reproducere la specia tinta nu se bazeaza pe vreun test (nu sunt animale
domestice). Dovezile se bazeaza pe populatia de vulpi Tn continua crestere Tn ciuda imunizarii antirabice
areale efectuate timp de mai multi ani.

7.Examinarea functiilor imunologice

Dupa consumarea momelii in capsuld de aluminiu/plastic si dupa desfacerea acesteia, virusul rabic viu
atenuat cu tulpina SAD Bern intra in contact cu cavitatea orald a animalelor tinta si stimuleaza sistemul
imunitar al regiunii nazofaringiene ducand la formarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a
virusului. Tn consecintd, acesti anticorpi creeazd o imunitate protectoare la animalele imunizate
fmpotriva infectiilor cu virusul rabic. Dupa consumare momelii, virusul vaccinului ajunge Tn tractul
alimentar si digestiv unde este rapid inactivat, in special datorita pH-ului scazut al stomacului. De aceea,
aici nu se formeaza raspuns imun.

Astfel, imunitatea impotriva infectiei cu rabie se formeaza in mod imunobiologic natural si nu are impact
negativ asupra organelor imunitare ale animalelor.

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet” pentru imunizarea pe cale orala a vulpilor este destinat si
a fost verificat pe doua specii de animale libere — vulpea rosie (Vulpes vulpes) si enotul (Nyctereutes
procyonoides). Pe ldngad imunizarea orala impotriva rabiei, nu s-a efectuat nicio altd imunizare impotriva
altor boli infectioase si nu s-a administrat nici un tratament profilactic la niciuna dintre specii.

Din acest motiv, nu s-au realizat experimente exacte de monitorizare a functiei imunobiologice.

8. Cerintele specifice ale vaccinurilor vii

8.1. Propagarea tulpinii vaccinale

Virusul rabic viu atenuat cu tulpind vaccinald SAD-Bern este destinat exclusiv imunizarii orale a
animalelor salbatice impotriva rabiei. Este ambalat in blistere de plastic/aluminiu, acoperite si ascunse
intr-o momeala care atrage animalele tintd. Momelile continand virusul de vaccinare sunt amplasate in
camp manual sau din avion. Animalele tinta consuma aceste momeli, iar dupa deschiderea blisterelor de
plastic/aluminiu, virusul viu intrd in contact cu organele din regiunea nazofaringiand imunocompetente
pentru dezvoltarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a virusului si pentru dezvoltarea
imunitatii protectoare a animalelor imunizate. Animalele vaccinate nu excreta virusul vaccinal SAD-Bern
Tntrucat virusul care nu raméne la nivelul regiunii nazofaringiene, este inactivat rapid la nivelul tractului
alimentar si digestiv al animalelor, in special datorita pH-ului scazut al stomacului.

Avand Tn vedere particularitatea administrarii (distributia in cele mai variate conditii din teren), se
intdmpla adesea ca momelile sa fie consumate partial sau in intregime si de catre alte animale decat
animalele {inta. Se considera extrem de important sa se verifice daca tulpina virala nu se raspandeste de
la un animal la altul Tn cazul rozatoarelor libere in conditii naturale. Rezultatele acestei verificari
efectuate Tn conditii experimentale sunt prezentate in partea IlIC, Capitolele 4 si 5 din Documentatia de
Tnregistrare. S-a demonstrat si dovedit in mod exact ca, in conditii de laborator, tulpina vaccinala SAD
Bern nu se raspandeste de la un animal la altul nici Th cazul rozatoarelor salbatice, si nici la cele
domestice.
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Demonstrarea faptului ca, in conditii naturale, tulpina virald nu se raspandeste de la un animal la altul in
cazul rozatoarelor salbatice rezulta si din utilizarea efectiva in practica a vaccinului ,,LYSVULPEN por. ad
us. vet” cu virusul vaccinal SAD Bern timp de sapte ani. Din 1992, cand acest preparat imunobiologic a
fost utilizat pentru prima data in Cehia, si pana in 2002, s-au amplasat in total 17.744.000 momeli
vaccinale in Cehia. Toate cazurile pozitive de rabie la animale (atat la cele domestice, cat si la cele
salbatice) au fost analizate de Laboratorul National de Referintad pentru cazuri de Rabie din Liberec prin
anticorpi monoclonali, ficindu-se distinctia dintre virusul nativ de virusul tulpinii vaccinale SAD Bern. in
intreaga perioada de administrare a vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, adica din 1992 pana in
2002, prin aceasta metoda s-au examinat in total 2368 de animale, inclusiv toate rozatoarele furnizate.
Rabia cauzata de virusul rabic cu tulpina vaccinala SAD Bern nu a fost demonstrat in niciunul din cazuri la
nicio specie, nici in cazul rozatoarelor salbatice.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern nu se raspandeste printre animalele tinta si nici in randul
altor specii de animale domestice sau salbatice, inclusiv rozatoarele salbatice. Rezultatele au fost
obtinute prin verificarea efectuata in conditii de laborator si pe baza evaluarii si a verificarii minutioase
efectuate in decursul utilizarii efective in practica a vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” in conditii de
teren.

8.2. Raspandirea printre animalele vaccinate

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern este destinat exclusiv imunizarii orale a animalelor
sdlbatice Tmpotriva rabiei. Este ambalat in blistere de plastic/aluminiu, acoperite si ascunse intr-o
momeala care atrage animalele tinta. Momelile continand virusul de vaccinare sunt amplasate in cdmp
manual sau din avion. Animalele tintd consuma aceste momeli, iar dupa deschiderea blisterelor de
plastic/aluminiu, virusul viu intrd in contact cu organele din regiunea nazofaringiand imunocompetente
pentru dezvoltarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a virusului si pentru dezvoltarea
imunitatii protectoare a animalelor imunizate. Animalele vaccinate nu excreta virusul vaccinal SAD-Bern
intrucat virusul care nu raméne la nivelul regiunii nazofaringiene, este inactivat rapid la nivelul tractului
alimentar si digestiv al animalelor, in special datorita pH-ului scazut al stomacului.

Concluzie:
Virusul rabic viu atenuat cu tulpina vaccinala SAD Bern nu se raspandeste printre animalele vaccinate.
Intra Tn contact si stimuleaza doar organele imunitare de la nivelul regiunii nazofaringiene la animalele
imunizate.

8.3. Modificarea virulentei in cazul vaccinurilor atenuate

Virusul rabic cu tulpina vaccinala SAD Bern destinat imunizarii animalelor salbatice impotriva rabiei este
un virus viu atenuat. Atenuarea (atenuare stabild) a fost obtinuta prin repicare pe termen lung pe culturi
tisulare de origine extraneural3. In acest mod si cu ajutorul acestei metode, virusul vaccinal SAD Bern si-
a pastrat proprietatile imunogene corespunzatoare si si-a redus virulenta. Virusul rabic cu tulpina SAD
Bern este virulent doar administrat intracerebral soarecilor albi, nefiind insa virulent in cazul acestei
specii dupa administrare orala sau subcutanata. Nu este virulent dupa administrare orala la animalele
tinta sau alte animale salbatice (inclusiv rozatoare) si nu este virulent la animalele domestice (rezultatele
testului sunt prezentate n partea Illl C din documentatia de Tnregistrare).

Modificarea virulentei Tn cazul vaccinurilor atenuate are o importanta extraordinara in ceea ce priveste
administrarea acestui vaccin. De aceea, se acorda atentie sporita testarii stabilitatii atenuarii. Testarea
stabilitatii atenuarii a fost efectuata in toate fazele de lucru admisibile (5 faze de lucru din germenele
principal al virusului) si rezultatul a fost corespunzator. De asemenea, testarea stabilitatii atenuarii s-a
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efectuat la fiecare lot al vaccinului livrat ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, cu titlu de verificare finala a
vaccinului Tnainte de livrare.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern destinat exclusiv imunizarii orale a animalelor impotriva
rabiei Tsi pastreaza o atenuare stabilda. Testarea acestui parametru biologic a fost efectuata la nivelul
lotului germenilor principali si al lotului germenilor de lucru si este efectuat pe fiecare lot de vaccin
fnainte de livrare.

8.4. Proprietatile biologice ale tulpinii vaccinale
Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern utilizat pentru imunizarea orala a animalelor impotriva
rabiei are proprietatile biologice prezentate in tabelul nr. 12.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern demonstreaza ca detine proprietati corespunzatoare atat
din punctul de vedere imunogenitatii si inofensivitatii, cat si alte proprietati, indeplinind toate cerintele
stabilite pentru selectarea tulpinii vaccinale pentru imunizarea animalelor salbatice impotriva rabiei,
conform specificatiilor Farmacopeii.

Tabelul nr. 12

Proprietatile biologice ale tulpinii vaccinale SAD Bern

Proprietatea biologica Caracteristici Nota
Cultivarea pe culturi tisulare de | Cultivarea pe culturi tisulare din
origine extraneurala rinichi de hamster
Virulenta dupa administrare i.c. Virulent in cazul soarecilor albi intre
6-10 gr dupa administrarea a 0,03
mli.c.
Virulenta dupa administrare s.c. Nevirulent in cazul soarecilor albi
intre 15-18 gr dupa administrarea a
0,2 mls.c.
Virulenta dupa administrare p.o. Nevirulent in cazul soarecilor albi | Partea IlIC din documentatia de
intre 15-18 gr dupad administrarea | inregistrare
p.o.
Virulenta la vulpi si enoti Nevirulent in urma administrarii | Partea IlIC din documentatia de

orale a dozei recomandate si a unei | inregistrare
cantitati de zece ori mai mari decat
doza recomandata

Virulenta la caini si pisici Nevirulent in urma administrarii | Partea IlIC din documentatia de
orale a unei cantitati de zece ori mai | inregistrare
mari decat doza recomandata

Virulenta la animale salbatice Tulpina virald nu se raspandeste de | Partea IlIC din documentatia de
la un animal la altul in cazul | inregistrare

rozatoarelor salbatice in conditii
naturale si de laborator

Marker genetic Tulpina virala are markeri genetici | Partea IlIC din documentatia de
pe baza cadrora se distinge de alte | inregistrare
tulpini virale de rabie

Imunogenitate la vulpi si enoti Induce imunitate protectoare | Partea IlIC din documentatia de



mailto:comm@bioveta.cz

BIOVETA, a.s. Komenského 212, 683 23, lvanovice na Hané, Republica Ceha
Tel. 4420517363 321-4 email: comm@bioveta.cz

impotriva rabiei la speciile tinta — | inhregistrare
vulpi si enoti dupa administrare p.o.

8.5. Recombinarea sau substituirea genomilor tulpinilor

Virusul rabic al vaccinului cu tulpina SAD Bern utilizat pentru imunizarea orala a animalelor salbatice
Tmpotriva rabiei este un virus viu atenuat. Atenuarea a fost obtinuta prin repicare pe termen lung pe
culturi tisulare de origine extraneurala. Astfel, virusul nu a fost obtinut prin tehnologie recombinanta ca
n cazul tulpinii rabice V-RG.

Concluzie:
Virusul rabic al vaccinului cu tulpina SAD Bern este un virus atenuat; nu este un virus obtinut prin
tehnologie genetica recombinanta.

9. Studierea reziduurilor

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii speciilor de animale salbatice tintd Tmpotriva rabiei. Vaccinul nu este destinat
imunizarii animalelor domestice si de ferma crescute pentru hrana. Din acest motiv, nu s-a efectuat
studiul reziduurilor.

Un aspect special 1l reprezinta adaugarea tetraciclinei clorhidrat Th momeal3 ca biomarker, care face
posibila determinarea acesteia in oasele sau in dintii animalelor capturate si diagnosticarea consumului
momelii cu vaccin de catre animale.

Concluzie:
Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor nu este
destinat animalelor crescute pentru hrana.

10. Interactiuni

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii speciilor tinta: vulpile rosii si enotii. Imunizarea orala impotriva rabiei este doar unul
din tratamentele preventive imunologice sau medicale efectuate asupra acestor specii speciale de
animale salbatice. Din acest motiv, nu s-a efectuat studiul interactiunilor.

Concluzie:

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orald a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii animalelor salbatice la care nu se aplica nici un tratament imunologic. Din acest
motiv, nu s-a efectuat studiul interactiunilor.

D. Studiul de teren

Vaccinul antirabic, ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, destinat imunizarii orale a vulpilor a fost folosit prima
data in Cehia 1n 1992. De atunci si pana in prezent, s-au amplasat in total 17.744.000 momeli vaccinale in
intreaga Cehie. in aceeasi perioad3, s-au exportat 5.227.970 momeli vaccinale. in cei zece ani de utilizare
a acestui vaccin, au fost produse si livrate in total 23.021.970 momeli de imunizare. Tn perioada de
administrare a vaccinului ,,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, monitorizata si evaluata, s-a diagnosticat rabia la
2368 animale domestice si salbatice din Cehia. In toate cazurile, diagnosticarea diferentiala a rabiei s-a
efectuat prin anticorpii specifici monoclinali pentru a se face diferenta dintre virusul rabic nativ si virusul
vaccinului SAD Bern. Nu s-a Tnregistrat in niciuna din situatii ,rabia vaccinald”, adica rabia cauzata de
tulpina vaccinala administrata SAD Bern. S-au realizat analize similare in fiecare tara in care s-a exportat
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vaccinul ,,LYSVULPEN por. ad us. vet.” Institutele de testare din strainatate nu au Tnregistrat nici un caz
de rabie provocata de tulpina SAD Bern administrata. Informatiile detaliate cu privire la numarul de
momeli vaccinale administrate in cadrul fiecarei campanii si in fiecare an, informatiile privitoare la
numarul de specii afectate de rabie, cat si alte informatii sunt prezentate in tabelele si diagramele din
partea a IV-a a documentatiei de Tnregistrare — Eficienta.

Concluzie:

S-a testat Tn conditile de teren inofensivitatea vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” destinat
imunizérii orale a vulpilor. in perioada de zece ani examinat3, in Cehia , s-au amplasat in total
17.744.000 momeli vaccinale. In aceeasi perioad3, rabia a fost confirmata la 2368 animale domestice si
salbatice. Nu s-a Tnregistrat nici un caz de rabie cauzata de tulpina vaccinala SAD Bern. Institutele de
testare din tarile in care a fost exportat vaccinul au obtinut rezultate similare. Rezultatele obtinute
confirma si completeaza informatiile privind inofensivitatea tulpinii rabice vaccinale SAD Bern si
caracterul adecvat al acesteia Tn scopul imunizarii orale a animalelor salbatice impotriva rabiei.

E. Ecotoxicitate

Vaccinul antirabic, ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, destinat imunizarii orale a vulpilor contine virusul
vaccinal viu atenuat cu tulpina SAD Bern. Tulpina este ambalat3 in blistere de aluminiu/plastic, introduse
n momeala care atrage animalele {inta. Momelile vaccinale sunt impachetate cate 20 in ambalaje de
hartie pentru a fi amplasate manual sau in pungi a cate 350 bucati fiecare pentru distribuirea din avion.
Din punctul de vedere al ecotoxicitatii, blisterele de aluminiu/plastic polueazd doar intr-o anumita
masura. Anumite animale tinta lasa blisterele mestecate in locul in care le-au consumat, acestea
ramanand pe teren. Blisterele sunt, de reguld, maruntite bine, putand astfel fi consumate de rozatoare
mici de genul soarecilor. De aceea, blisterele vaccinale folosite sunt greu de gasit si se pot descoperi rar
fn urma campaniilor de vaccinare.
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MODIFICAREA PARTII A lll-A — STUDIUL DE SIGURANTA

A. INTRODUCERE 3
B. CERINTE GENERALE 3
C. TESTE DE LABORATOR 3

1. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandat3
1A. Siguranta Tn urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandat3

- mistret (Sus scrofa) 4

1B. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
- pescarus razator (Chroicocephalus ridibundus) 11

1C. Siguranta Tn urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
- jderul de piatra (Martes foina) 18

1D. Siguranta Tn urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
- bursucul (Meles meles) 25

1E. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
- soarecele alb de laborator 32
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A. INTRODUCERE

Aceasta parte recapituleaza rezultatele testului de siguranta a vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.
Continand tulpina vaccinald a virusului rabic atenuat SAD Bern: MSV Bio 10 dupa administrarea acestui
preparat imunobiologic la mistret (Sus scrofa), bursuc (Meles meles), jderul de piatra (Martes foina) si
pescarusul razator (Chroicocephalus ridibundus).

B. CERINTE GENERALE

1. Testele de sigurantd s-au efectuat la speciile care nu reprezinta tinta preparatului; la mistret (Sus
scrofa), bursuc (Meles meles), jderul de piatra (Martes foina) si pescarusul razitor (Chroicocephalus
ridibundus). De asemenea, studiul de siguranta s-a efectuat si pe soarecii albi de laborator.

2. Doza recomandatad a fost administrata in scopul verificarii eficientei testului. Testul de inocuitate a
fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea europeana si cu recomandarile OMS.

3. In scopul verificarii eficientei testului, au fost utilizate loturile de LYSVULPEN por. ad us. vet. produse
in conformitate cu dosarul de inregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR

Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea europeand 01/2008; 0746
VACCIN ANTIRABIC (VIU, ORAL) PENTRU VULPI (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si cu
recomandarile OMS.

1. 1. Siguranta in urma administrarii unei cantitdti de zece ori mai mari decat doza maxima
recomandata

1A. Siguranta in urma administrarii unei cantitdti de zece ori mai mari decit doza maxima
recomandata

- mistret (Sus scrofa)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, mistretii, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen por. ad
us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile Tn libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandat in cazul a 10 mistreti (Sus scrofa). In 180 de zile de la administrarea Lysvulpen por.
ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea perioadei de
observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu a fost descoperit prin
imunofluorescenta directd la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al
hipocampulu. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea anticorpilor
antorabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Mistretul (Sus scrofa) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta vaccinului, ce consuma momelile
de Lysvulpen por. ad us. vet. Mistretii sunt, in general, susceptibili moderat la rabie. S-a demonstrat, de
asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet.
De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar
examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a
demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficienta pentru manifestarea
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simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un examen prin
imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific in vederea diagnosticarii rabiei in laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decit doza maxima recomandatd la mistreti (Sus scrofa). Aceastd concluzie este
sustinutd de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de 180
de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara a creierului animalelor
din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. mistret Nr. de identificare mistret Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sanatate

1 PD1 3 luni F Buna

2 PD2 4 luni M Buna

3 PD3 5 luni F Buna

4 PD4 3 luni F Buna

5 PD5 6 luni M Buna

6 PD6 4 luni M Buna

7 PD7 7 luni F Buna

8 PD8 3 luni M Buna

9 PD9 lan M Buna f. salbatic

10 PD10 lan F Buna

PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de

saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,post mortem”

Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici

Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

- frigider de 2-8 °C, congelator de -18 °C, echipament de congelare de -80 °C

- termostat 37 °C cu 5% CO2

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate
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- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Mistret
d2)Categoria animalelor
- Dela3lunilalan
d3) Originea animalelor
- Animale din Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Crotalie
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute Tn custi cate 5
d7) hranirea animalelor
- Animalele au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din
amestecuri speciale pentru porci domestici din aceeasi categorie.
d8) Denumirea proprietarului animalelor
- - Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané
d9) Denumirea echipamentului de testare
- Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

e) Doza administratd, metoda de administrare, frecventa de administrare, monitorizarea temperaturii si
observarea reactiilor clinice adverse:

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost inregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nagterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicina Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr. crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (IU/ml) Post mortem - IF

mistret orald (180zile) | O-initial 1lund 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp
Lysvulpen oblongata

1 2,0x10%° Neg. 0 1,50 1,65 1,21 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

2 2,0x10™° Neg. 0 2,80 2,65 2,28 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 0,90 1,10 0,91 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

4 2,0x10%° Neg. 0 1,15 1,05 0,84 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 3,30 2,71 2,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

6 2,0x10%° Neg. 0 2,60 2,37 1,67 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 1,12 1,31 0,93 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

[ 2,0x10%° Neg. 0 0,85 1,26 0,84 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 2,30 1,92 1,28 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

10 2,0x10%° Neg. 0 2,60 1,89 1,17 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

Media Neg. 0 1,912 1,791 1,332 Neg. Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la mistreti (Sus scrofa)
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1B. Siguranta in urma administrdrii unei cantitdti de zece ori mai mari decGt doza maximd
recomandatd
- pescdrus rézdtor (Chroicocephalus ridibundus)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, pescarusii razatori, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de
Lysvulpen por. ad us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile Tn libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandata in cazul a 10 pescarusi razitori (Chroicocephalus ridibundus). Tn 180 de zile de la
administrarea Lysvulpen por. ad us. vet., pasarile din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa
incheierea perioadei de observatie, toate pasarile din experiment au fost sacrificate, ihsa virusul rabic nu
a fost descoperit prin imunofluorescenta directa la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei
oblongata si al hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici o pasare din experiment. Determinarea
anticorpilor antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Pescarusul razator (Chroicocephalus ridibundus) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta
vaccinului, ce consuma momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Pasarile nu sunt, in general, susceptibile la
rabie. S-a demonstrat, de asemenea, prin neformarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea
Lysvulpen por. ad us. vet. (la toti cei 10 pescarusi razatori). De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe
parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar examinarea ulterioara a creierului in laborator
pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a demonstrat existenta rabiei. Perioada de
observatie de 180 de zile este suficienta pentru manifestarea simptomelor rabiei la toate speciile de
animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un examen prin imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si
specific Tn vederea diagnosticarii rabiei in laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la pescarusii razatori (Chroicocephalus ridibundus).
Aceasta concluzie este sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra pasarilor participante la
experiment timp de 180 de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara
a creierului animalelor din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. pasare Nr. de identificare pasare Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sanatate

1 RCH1 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

2 RCH2 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

3 RCH3 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

4 RCH4 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

5 RCH5 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

6 RCH6 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

7 RCH7 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna Mai putin penaj
8 RCH8 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

9 RCH9 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna
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[ 10 | RCH10 | Tandr (pandla1an) | Necunoscut Bund

PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculard, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

- frigider de 2-8 °C, congelator de -18 °C, echipament de congelare de -80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Pescarus razator (Chroicocephalus ridibundus)
d2)Categoria animalelor
- Pa&saritinere (panala 1 an) si pasari batrane (peste 1 an)
d3) Originea animalelor
- Animale capturate in Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Pasarile au fost tinute in colivii separate pe durata perioadei de verificare
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute Tn colivii separate. Dimensiunea coliviilor a fost de
1x3x2 m. In colivie erau dou3 stinghii pentru ca pasarile s3 se poata aseza si misca.
d7) Hranirea animalelor
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- Pa3sarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din bucatele
mici de peste, cartofi si fructe. Pe durata intregii perioade de verificare, animalele au avut apa la
discretie.

d8) Denumirea proprietarului animalelor

- - Bioveta a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare

- Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

e) Doza administratd, metoda de administrare, frecventa de administrare, monitorizarea temperaturii si
observarea reactiilor clinice adverse:

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - pasarile din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale pasarilor au fost inregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul pasarilor testate
la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat, 1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nagterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicina Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr.  crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (1U/ml) Post mortem - IF

pescarus orala (180 zile) | O-initial 1 lund 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp

razator Lysvulpen oblongata

1 2,0x10”° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

2 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

4 2,0x10”° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

6 2,0x10”° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

[ 2,0x10”° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

10 2,0x10”° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

Media Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la pescdrugii rGzdtori (Chroicocephalus ridibundus).
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1C. Siguranta in urma administrarii unei cantitdti de zece ori mai mari decdt doza maxima
recomandata - jderul de piatra (Martes foina)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, jderii de piatra, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen
por. ad us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile Tn libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandats in cazul a 10 jderi de piatrd (Martes foina). In 180 de zile de la administrarea
Lysvulpen por. ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea
perioadei de observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, Tnsa virusul rabic nu a fost
descoperit prin imunofluorescenta directa la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei
oblongata si al hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea
anticorpilor antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Jderul de piatra (Martes foina) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta vaccinului, ce consuma
momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Sunt, in general, moderat susceptibile la rabie. S-a demonstrat,
de asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen por. ad us.
vet. De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar
examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a
demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficienta pentru manifestarea
simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un examen prin
imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific in vederea diagnosticarii rabiei Tn laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la jderii de piatra (Martes foina). Aceastd concluzie
este sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de
180 de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara a creierului
animalelor din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. jder de | Nr. de identificare jder de Caracteristicile animalului Nota
piatra piatra Varsta Sexul Starea de sanatate

1 KS1 6 luni M Buna

2 KS2 6 luni F Buna

3 KS3 6 luni F Buna

4 KS4 6 luni F Buna

5 KS5 6 luni M Buna

6 KS6 6 luni M Buna

7 KS7 18 luni M Buna agresiv
8 KS8 18 luni F Buna

9 KS9 18 luni M Buna

10 KS10 18 luni M Buna
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PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

- frigider de 2-8 °C, congelator de -18 °C, echipament de congelare de -80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Jder de piatra (Martes foina)
d2)Categoria animalelor
- Dela6lal18luni
d3) Originea animalelor
- Animale din Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Tatuajureche
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute in custi separate.
d7) Hranirea animalelor
- Pa3sarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din carne fiart3a
si fructe.
d8) Denumirea proprietarului animalelor
- - Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané


mailto:comm@bioveta.cz

BIOVETA, a.s. Komenského 212, 683 23, lvanovice na Hané, Republica Ceha
Tel. 4420517363 321-4 email: comm@bioveta.cz

d9) Denumirea echipamentului de testare
- Bioveta a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané

e) Doza administratd, metoda de administrare, frecventa de administrare, monitorizarea temperaturii si
observarea reactiilor clinice adverse:

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost Tnregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nagterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicina Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr.  crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (1U/ml) Post mortem - IF

jder de | orald (180 zile) O-initial 1 luni 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp

piatra Lysvulpen oblongata

1 2,0x10”° Neg. 0 3,64 3,19 2,92 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

2 2,0x10™° Neg. 0 3,92 3,81 3,66 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 1,98 1,78 1,63 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

4 2,0x10”° Neg. 0 5,19 4,83 4,44 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 4,27 4,11 3,88 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

6 2,0x10”° Neg. 0 3,83 3,71 3,54 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 2,79 2,63 2,39 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

[ 2,0x10”° Neg. 0 1,91 1,74 1,66 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 5,52 5,38 5,27 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

10 2,0x10”° Neg. 0 3,17 3,00 2,88 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

Media Neg. 0 3,622 3,418 3,227 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la jderii de piatrd (Martes foina).
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1D. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decit doza maxima
recomandata- bursuc (Meles meles)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, bursucii, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen por. ad
us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile Tn libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandat3 in cazul a 10 bursuci (Meles meles). in 180 de zile de la administrarea Lysvulpen
por. ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea perioadei de
observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu a fost descoperit prin
imunofluorescenta directd la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al
hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea anticorpilor
antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Bursucul (Meles meles) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta vaccinului, ce consuma
momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Bursucii sunt, in general, moderat susceptibili la rabie. S-a
demonstrat, de asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen
por. ad us. vet. De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de
zile , iar examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului
rabic nu a demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficienta pentru
manifestarea simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un
examen prin imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific in vederea diagnosticarii rabiei in
laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decit doza maxima recomandat3 la bursuci (Meles meles). Aceastd concluzie este
sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de 180
de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara a creierului animalelor
din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. bursuc Nr. de identificare bursuc Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sanatate

1 JL1 5 luni F Buna

2 JL2 5 luni F Buna

3 JL3 5 luni M Buna

4 JL4 6 luni M Buna Foarte agresiv
5 JL5 6 luni M Buna

6 JL6 6 luni F Buna

7 L7 6 luni M Buna

8 JL8 5 luni F Buna

9 JL9 6 luni M Buna

10 JL10 18 luni F Buna
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PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

- frigider de 2-8 °C, congelator de -18 °C, echipament de congelare de -80 °C
- termostat 37 °C cu 5% CO,

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Bursuc (Meles meles)
d2)Categoria animalelor
- Exemplare tinere de 5 si 6 luni
d3) Originea animalelor
- Animale capturate in Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Tatuajureche
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute in custi separate. Custile aveau dimensiunea de 1x3x2
m. In cuscd s-a amplasat un ascunzis pentru animale.
d7) Hranirea animalelor
- Pa3sarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din bucatele
mici de carne, cartofi si fructe. Pe parcursul perioadei de verificare, animalele au avut apa la
discretie.
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d8) Denumirea proprietarului animalelor

- - Bioveta a.s. cu sediul Tn lvanovice na Hané
d9) Denumirea echipamentului de testare

- Bioveta a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané

e) Doza administratd, metoda de administrare, frecventa de administrare, monitorizarea temperaturii si
observarea reactiilor clinice adverse:

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost Tnhregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nagterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicina Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr.  crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (1U/ml) Post mortem - IF

bursuc orala (180 zile) | O-initial 1 lund 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp
Lysvulpen oblongata

1 2,0x10”° Neg. 0 2,55 2,39 2,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

2 2,0x10™° Neg. 0 1.87 1,55 1,37 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 3,06 2,87 2,44 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

4 2,0x10”° Neg. 0 4,19 3,90 3,68 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 1,65 1,36 1,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

6 2,0x10”° Neg. 0 2,91 2,88 2,49 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 3,66 3,49 3,13 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

[ 2,0x10”° Neg. 0 2,87 2,67 2,46 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 3,91 3,72 3,51 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

10 2,0x10”° Neg. 0 3,12 2,81 2,69 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDs, / ml

Media Neg. 0 2,979 2,764 2,515 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la bursuci (Meles meles).
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1E. Masuri de sigurantd dupa administrarea Tnzecitd a dozei maxime recomandate -
soarece alb de laborator

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupd administrarea de zece ori a dozei maxime
recomandate a virusului testat asupra a 25 de subiecti soareci de laborator pe cale subcutanata
(s.c.) dar si asupra altor 25 de subiecti soareci de laborator pe cale orald (p.0.). Tn 180 de zile de
la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. nu au fost inregistrate simptome de turbare/rabie
asupra soarecilor experimentali. Dupa incheierea perioadei de examinare, soarecii au fost
exterminati iar virusul rabic nu a fost demonstrat prin imunofluorescenta Tn cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata sau Tn coltul Amon. Turbarea nu s-a manifestat in niciunul dintre
animalele experimentale. Stabilirea anticorpilor antirabici a avut rezultat pozitivin 1, 2, 3 si 6
luni dupa administrarea virusului.

Dezbateri:

Soarecele alb de laborator este extrem de sensibil la rabie si din acest motiv este folosit pentru
diagnosticarea acesteia Tn cadrul experimentelor biologice. Soarecele alb de laborator este un
model corespunzator pentru testarea patogenitatii reziduale a virusului rabic, Tn scopul imunizarii
orale a vulpilor si a altor animale carnivore Tmpotriva turbdrii. Dupa administrarea subcutanata,
chiar si dupd cea orald, nu a putut fi demonstrata nicio forma de turbare la animalele
experimentale. Dupa administrarea virusului, au fost descoperiti la toate animalele testate
anticorpi specifici de neutralizare a virusului. Rabia nu a putut fi demonstrata pe durata perioadei
de monitorizare de 180 de zile (dupa administrarea virusului testat la animalele parte din acest
experiment). Dupa finalizarea perioadei de observatie, toate animalele au fost exterminate
nedescoperindu-se niciun fel de tip de turbare in respectivele parti ale creierului (laboratorul a
utilizat imunofluorescenta).

Perioada de monitorizare de 180 de zile este in mod general consideratd ca suficienta pentru
manifestarea simptomelor de rabie la toate speciile de animale. Metoda imunofluorescentei este
considerata ca fiind una sensibila si de incredere pentru diagnosticarea rabiei la toate speciile de
animale.

Concluzii:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata dupd administrarea orala si subcutanata
de zece ori a dozei maxime recomandate asupra soarecilor albi de laborator. Aceastd concluzie
este sprijinitd de rezultatele observatiei clinice a unor soareci experimentali timp de 180 de zile
dupa administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si dupa examinarea ulterioara a creierului lor cu
rezultate negative Tn ceea ce priveste prezenta virusului rabic.
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Lista si caracteristicile animalelor implicate in testarea sigurantei
a) Administrare subcutanata

Nr. crt. Caracteristicile animalelor

Nr. ID soarece Observatii
soarece Varstad Sex Starea sanatatii
1 MB1 1luna ) buna
2. MB?2 1lund a buna
3. MB3 1luna 2 buna
4. MB4 1luna 2 buna
5. MB5 1luna a buna
6. MB6 1luna a buna
7. MB7 1luna ) buna
8. MB8 1luna ) buna
9. MB9 1luna ) buna
10. MB10 1luna 3 buna
11. MB11 1lund 3 buna
12. MB12 1luna ) buna
13. MB13 1lund a buna
14. MB14 1luna 2 buna
15. MB15 1luna a buna
16. MB16 1luna 2 buna
17. MB17 1luna a buna
18. MB18 1luna ) buna
19. MB19 1luna ) buna
20. MB20 1luna 3 buna
21. MB21 1luna 3 buna
22. MB22 1luna ) buna
23. MB23 1luna ) buna
24. MB24 1luna ) buna
25. MB25 1lund a buna
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b) Administrare orala

Nr. crt. Caracteristicile animalelor
Nr. ID soarece Observatii
soarece Varsta Sex Starea sanatatii
L MB1 1luna 3 buna
2. MB2 1luna ) buna
3. MB3 1luna 3 buna
4. MB4 1luna ) buna
5. MB5 1luna ) buna
6. MB6 1lund a buna
7. MB7 1luna ) buna
8. MBS 1lund a buna
9. MB9 1luna 2 buna
10. MB10 1luna 2 buna
11. MB11 1lund 3 buna
12. MB12 1luna a buna
13. MB13 1luna ) buna
14. MB14 1luna ) buna
15. MB15 1luna ) buna
16. MB16 1luna 3 buna
17. MB17 1luna 3 buna
18. MB18 1lund a buna
19. MB19 1luna ) buna
20. MB20 1luna 2 buna
21. MB21 1luna 2 buna
22. MB22 1luna 3 buna
23. MB23 1luna a buna
24, MB24 1luna ) buna
25. MB25 1luna 3 buna
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PROTOCOL DE TESTARE
a) Descrierea metodelor utilizate
al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, a simptomelor clinice asociate
turbarii - comportament schimbat, schimbarea vocii, pareza muschilor, paralizia muschilor,
acumularea si excretia salivei, paralizia grupelor de muschi toate ducand la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea ,,postmortem” a rabiei
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973).
a3) Stabilirea anticorpilor antirabici
Testul FAVN - detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate

- seringa de 1 ml cu aplicator

- seringd de 0.1 ml - tip Hamilton

- microscop imunofluorescentd, lame

- instrumente de disectie

- frigider 2-8° C, congelator -18° C, contor congelare puternica -80° C
termostat 37° C cu 5% CO2

- vase de plastic pentru lucrul cu culturi de tesut

- pipete pentru lucrul cu culturi de tesut.

c) Descrierea materialului utilizat:
- jurnal pentru Tnregistrarea starii clinice zilnice a animalului
- material testat MSV Bio 10+1 de zece ori doza maxima de vaccin utilizat

conjugat antirabic

- standarde pentru randamentul imunofluorescentei directe si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor pentru testare:
dl) Specii
- soarece

d2) Categoria animalului
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- soarece alb de laborator
d3) Originea animalului

- Anlab, Praga
d4) Identificarea animalului

- animalele experimentale au fost asezate intr-o cuva de reproducere pe toata
durata experimentului

d5) Numarul animalelor
- 50 de subiecti
d6) Conditii pentru asezarea si pastrarea animalelor
- animalele experimentale au fost asezate intr-o cuva de reproducere
d7) Hranirea animalelor
- dieta granulata, apa si libitum
d8) Numele proprietarului animalelor
- Bioveta, a.s. cu sediul Tn Ivanovice na Hane

e) Doza de administrare, metoda de administrare, graficul de administrare, monitorizarea
temperaturii si observarea reactiilor adverse clinice:

Doza de administrare - 0,2 ml de virus rabic de testare pe cale subcutanatd, 0,05 ml de
virus rabic de testare pe cale orald

Metoda de administrare - se utilizeaza o seringad cu un volum de 1 ml si de 0,1

Graficul de administrare - virusul de testare a fost administrat o singura datd prin metoda
artificiala

Observarea reactiilor adverse - soarecii experimentali au fost monitorizati zilnic fiind
Tnregistrate toate reactiile adverse sau neobisnuite ale animalelor,
cu accent pe prezenta rabiei

Diagnosticarea ,,postmortem” a rabiei - rabia a fost diagnosticata din cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata si coltul Amon prin imunofluorescenta
directa (Dean si Abelseth, 1973).

Stabilirea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost stabiliti din serurile animalelor
testate extrase la intervale fixe. Anticorpii antirabici au fost stabiliti
prin testul FAVN (Cliquet si Barrat, 1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea cercetatorului:
Medic Veterinar Dr. Vladimir Vrzal, CSc.
Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie: 1969-1973: Scoala Secundard Tehnica si de Agriculturd - studii
veterinare, Kromerlz

1973-1979: Universitatea Veterinara, Brno
01/04/1979: Bioveta Ivanovice na Hane, orientarea angajatilor

1979- 1980: Serviciul militar in cadrul departamentului veterinar al
politiei de frontiera

1980- 1987: Controlor tehnic independent, Managementul si
Controlul Calitatii

1985-1990: Lucrarea de disertatie a candidatului asupra disciplinei
Igiena si Epidemiologia Animalelor

1987-1995: Director al Departamentului  Managementul si
Controlul Calitatii

1995-1998: Manager Productie la Bioveta, s.r.o.

1998-2003: Director Productie si Dezvoltare a Produselor
Biologice Veterinare

2003-2007: Director Inovatie si Dezvoltare a Produselor Biologice

Tncepand cu 01/01/2007: Director Adjunct al Companiei, Manager
de Proiect, Bioveta, a.s.

Membru in organizatii profesionale:
Societatea Cehoslovaca de Microbiologie - din 1980
Societatea Stiintifica Cehoslovaca de Microbiologie - din 1980

Societatea Cehoslovaca de Imunologie - din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor si co-autor a 131 de publicatii stiintifice
Certificate de autor:

Autor si co-autor a 25 de patente/ brevete

Rapoartefinale peer view (comitet de referenti)
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Autor si co-autor a 23 de rapoarte finale asupra unor produse introduse Tn practica
Experienta profesionald: imunologie, virusologie
Medic Veterinar Dr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Verificarea vaccinului Lysvulpen pe soarecii albi de laborator
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a) Administrarea subcutanata a 0,2 ml de virus testat

Nr.
soarece
alb de
laborator

=

© © N o o &M w0 D

e e L o = =
o o A~ w dD B+ O

Administrarea subcutanata
avirusului LYSVULPEN

0,2 X
0,2 X
0,2 X
0,2 X
0,2 x
0,2 X
0,2 x
0,2 x
0,2 X
0,2 X
0,2 x
0,2 X
0,2 X
0,2 X
0,2 X
0,2 X

1090 TCID5so
1090 TCID®
1090 TCID%
1090 TCID5so
1090 TCID%
1090 TCID5so
1090TCID®
1090 TCIDs=o
1090 TCID%
1090 TCID%
1090 TCIDs=o
1090 TCID%
1090 TCID5so
1090 TCID%
1090 TCID5so
1090 TCID5so

Clinic
(180 de
zile)

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

0-inic

O O O O O O O O o o o o o o o o

Recoltare sange (IU/ml)

1 luna

0,87
0,65
0,85
0,73
0,75
0,68
0,75
0,65
0,93
0,58
0,82
0,71
0,87
0,96
0,84
0,98
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3 luni

0,96
0,80
0,92
0,88
0,93
0,81
0,89
0,84
0,99
0,71
0,92
0,89
0,95
0,99
0,96
0,99

6 luni

0,33
0,48
0,51
0,44
0,56
0,51
0,48
0,44
0,61
0,35
0,64
0,52
0,55
0,73
0,70
0,69

cortex

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

Post mortem - IF

cerebel

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

medulla
oblongata

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

coltAmon

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
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17. 0,2 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,80 0,97 0,52 neg. neg. neg. neg.
18. 0,2 x 1090TCIDR neg. 0 0,77 0,88 0,50 neg. neg. neg. neg.
19. 0,2 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,57 0,73 0,36 neg. neg. neg. neg.
20. 0,2 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,69 0,81 0,48 neg. neg. neg. neg.
21. 0,2x 1090TCID® neg. 0 0,59 0,77 0,33 neg. neg. neg. neg.
22. 0,2 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,73 0,87 0,53 neg. neg. neg. neg.
23. 0,2 x 1090TCID% neg. 0 0,81 0,95 0,62 neg. neg. neg. neg.
24, 0,2 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,74 0,88 0.51 neg. neg. neg. neg.
25. 0,2 x 1090TCIDR neg. 0 0,86 0,92 0,58 neg. neg. neg. neg.

Rezultat neg. 0 0,77 0.89 0,52 neg. neg. neg. neg.

Verificarea vaccinului Lysvulpen pe soarecii albi de laborator
b) Administrarea orala a 0,05 ml de virus testat

Nr. Administrarea orald a Clinic Recoltare sange (IU/ml) Post mortem - IF
soarece  virusului LYSVULPEN (%80 de 0-inic 1luna 3 luni 6 luni cortex cerebel medulla coltAmon
alb de zile) oblongata
laborator
1 0,05 x 1090TCIDR neg. 0 0,35 0,51 0,44 neg. neg. neg. neg.
2. 0,05 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,41 0,58 0,49 neg. neg. neg. neg.
3. 0,05 x 1090TCID%0 neg. 0 0,29 0,44 0,38 neg. neg. neg. neg.
4. 0,05 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,44 0,61 0,52 neg. neg. neg. neg.
5. 0,05 x 1090TCIDs0 neg. 0 0,38 0,53 0,49 neg. neg. neg. neg.
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
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0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x
0,05 x

1090TCID5so
1090TCID®
1090TCID5so
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCIDR
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCID5so
1090TCID®
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCIDR
1090TCID5so
1090TCIDR
1090TCID5so

Rezultat
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neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o

0,52
0,68
0,44
0,39
0,62
0,59
0,51
0,66
0,49
0,50
0,66
0,48
0,37
0,53
0,59
0,44
0,38
0,57
0,51
0,59
0,50

0,77
0,83
0,72
0,55
0,82
0,80
0,74
0,88
0,66
0,72
0,83
0,59
0,49
0,77
0,76
0,67
0,49
0,72
0,79
0,77
0,68

0,47
0,65
0,48
0,43
0,60
0,66
0,58
0,68
0,52
0,52
0,68
0,53
0,45
0,55
0,61
0,50
0,42
0,59
0,52
0,59
0,53

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
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Studiu privind siguranta tulpinii virusului rabic SAD Bio-10

asupra soarecilor imunodeficienti

V. Vrzal

Bioveta a.s., Ivanovice na Hané, Republica Cehia

REZUMAT: Avand ca bazid recomandarea OMS (Organizatiet Mondiale a Sanatatii),
patogenitatea reziduald a tulpinii virusului rabic SAD Bio-10 pentru vaccinare (componentd a
vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet.) a fost testatd pe soareci imunodeficienti din clasa Nud
(fard par) (CRL: CDI-FOXNI NU) st pe cei din clasa SCDI (CB17/ICR-PRKDC-SCID). O
cantitate de 0,02 ml x 10%° TCIDsg de tulpina de virus a fost administratd la cate 10 soareci din
fiecare clasa pe cale orala si la cate alti 10 gsoareci din fiecare clasa pe cale intramusculara. Zece
soareci din fiecare clasd au ramas ca puncte de control fard a li se administra virusul. Animalele
au fost monitorizate timp de 28 de zile. Ulterior, animalele care au supravietuit au fost
exterminate si diferite parti ale corpului lor au fost examinate prin imunofluorescentd directa
(creierul) si prin metoda PCR (restul de mostre prelevate), cercetandu-se prezenta rabiei. De
asemenea, aparitia anticorpilor antirabici, anterior si ulterior administrarii virusului, a fost
cercetatd cu ajutorul testulut FAVN.

Din 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) cérora le-a fost administrat virusul pe
cale orald, s-a descoperit rabie la 1 goarece. Similar, din 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-
FOXN1 NU) carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara, s-a descoperit rabie la 1
soarece.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu s-a descoperit rabie la niciunul
din cei 10 goareci carora le-a fost administrat virusul pe cale orala, si s-a descoperit rabie la 4
soareci din 10 carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara.

CUVINTE CHEIE: rabie/turbare, virus de vaccinare, Bio-10, patogenitate reziduald, soarece
imunodeficitar, administrarea orald, administrare intramusculara, mortalitate.

Imunizarea pe cale orald a animalelor salbatice impotriva rabiei a devenit parte integrantd din
lupta impotriva acestei boli fatale atat in Europa cat si in America de Nord.

Orice vaccin oral pentru imunizarea animalelor sélbatice ar trebui sa fie eficient (de exemplu, sa
produca imunitate protectoare la speciile de animale tintd) si trebuie s fie inofensiv atdt pentru
speciile de animale tinta cat si pentru cele care nu sunt tintd. Caracterul inofensiv este evaluat la
speciile de animale tintd dar si la alte specii de animale (care nu sunt {intd) care pot intra in
contact cu vaccinul in urma raspandirii lui in mediul inconjurdtor. Vaccinul nu trebuie nici s
induca rabia la animale §i nici s-o raspandeascd animalelor sensibile la aceastd boald prin
intermediul celor vaccinate.



Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS)', Organizatia Mondiald pentru Sanatatea Animalelor
(OMSA)> si Farmacopeea Europeand® au identificat conditii si au publicat recomandari legate
de cerintele vaccinurilor intentionate a fi utilizate pentru imunizarea orala a animalelor salbatice.
Din moment ce existd posibilitatea ca persoane slab imunizate sd intre in contact cu virusul rabic
vaccinabil folosit pentru imunizarea orald a animalelor in libertate, OMS® a recomandat
realizarea de teste aditionale de sigurantd pe animale de laborator imuno deficitare — soareci.

MATERIALE SI METODE

A fost folositd tulpina virusului rabic SAD Bio-10 (derivata din tulpina SAD Bern) in primul lot
de productie (MSV =+ 1). Titrul folosit al tulpinii virusului rabic SAD Bio-10 a fost 10”° TCIDs
per ml care este inzecit fatd de titrul maxim al virusului din vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet.
folosit in teren. Virusul era identic cu cel utilizat in mod obignuit pentru prepararea vaccinului
oral Lysvulpen por. ad us. vet. in vederea imunizarii animalelor sélbatice impotriva rabiei.

ANIMALE DE STUDIU

Grupul animalelor de studiu a fost alcatuit din 30 de soareci din clasa Nud (fara par) (CRL: CD1-
FOXN1 NU) si din 30 de soareci din clasa SCDI (CB17/ICR-PRKDC-SCID), in varsta de 3 luni,
nevaccinafi Tmpotriva rabiei, absolut sandtosi, deparazitati, cu origine slab imunizata
(Laboratoarele Charles River, Modele si Servicii de Cercetare GmbH, Germania). Animalelor li
s-a permis sd se adapteze timp de 7 zile intr-un dispozitiv izolat inainte de administrarea
virusului. Dupd administrarea vaccindrii virusului, animalele au fost tinute intr-o cuvd de
reproducere (10 soareci Intr-o cuvd) pe intreaga perioadd de proba de 28 de zile. Dispozitivul
izolat a fost echipat cu o linie de alimentare de aer steril. Hrana si apa au fost, de asemenea,
sterile.

ADMINISTRAREA VIRUSULUI, RECOLTAREA DE SANGE SI PRELEVAREA
PROBELOR

Tulpina virusului rabic SAD Bio-10 a fost administratd soarecilor in cantitate de 0,02 ml x 10°°
TCIDs, (de zece ori doza maxima folositd in teren pentru virusul de vaccinare). Au fost folosite
doud cai de administrare: orald (administrare prin cavitatea bucald) si intramuscularad
(administrare In mugchiul membrului pelvin). Nu au fost administrate medicamente sedative
soarecilor inainte de administrarea virusului. Pentru administrarea orald, soarecele a fost
imobilizat si dupa ce 1 s-a deschis gura, virusul test a fost administrat foarte Tncet cu ajutorul unei
seringi (volum total de 0,1 ml) fara ac. Soarecele a fost monitorizat in timp ce inghitea virusul pe
durata administrarii lente a acestuia. Pentru administrarea intramusculard, un ac foarte fin a fost
atagat seringii si virusul a fost administrat intramuscular in muschiul membrului pelvin al
animalului. Soarecii au fost monitorizati zilnic cu accent pe aparitia simptomelor de rabie. In
perioada de 28 de zile de monitorizare, s-a recoltat sdnge de la toate animalele care au
supravietuit pentru a descoperi anticorpi antirabici in el, apoi animalele au fost exterminate.
Mostre din creier, glandele salivare, splind, plamani, esofag st mucoasa bucald au fost prelevate
in timpul autopsiei pentru depistarea rabiei prin metoda imunofluorescentei si prin metoda PCR.

EXAMINAREA PROBELOR BIOLOGICE

Mostrele de ser din sangele recoltat dupa testare au fost analizate pentru depistarea prezentei de
anticorpi antirabici cu ajutorul testului FAVN.



Mostrele din creier, glandele salivare, splind, plamani, esofag si mucoasd bucald au fost
examinate prin metoda imunofluorescentei’ sau prin metoda PCR pentru depistarea prezentei
antigenului virusului.

REZULTATE

Animalele de studiu au fost monitorizate zilnic §i a fost inregistratd starea lor de sanétate.
Imediat dupa decesul lor, soarecii au fost colectati si depozitati la rece la temperaturi de 2° C - 8°
C, supusi autopsiei prin care li s-au prelevat cateva organe care au fost examinate in vederea
depistarii rabiei prin imunofluorescentd directd (creierul) si prin metoda PCR (alte mostre).

Din cei 10 goareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) cérora le-a fost administrat virusul pe
cale orala, 1 soarece a fost infectat cu rabie si a murit din aceastd cauza in 20 de zile. Similar, din
cei 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) cérora le-a fost administrat virusul pe cale
intramusculard, 1 soarece a fost infectat cu rabie si a murit din aceastd cauza in 19 zile.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu s-a descoperit rabie la niciunul
din cei 10 goareci carora le-a fost administrat virusul pe cale orala, si s-a descoperit rabie la 4
soareci din 10 carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculard; soarecii afectati au
murit Tn 15, 18, 20 si respectiv 21 de zile.

Rabia a fost descoperitd prin examinarea prin imunofluorescentd a creierului soarecilor care au
murit din cauza acestei boli. Mostre din organele care au ramas, de exemplu glandele salivare,
splind, plamani, esofag si mucoasd bucald au rezultat negativ in urma examinarii PCR, cu
exceptia unei singure mostre de mucoasad bucald a unui singur soarece din clasa Nud (CRL:
CDI1-FOXNT1 NU) in urma administrarii orale a virusului.

La momentul initial, testul FAVN nu a descoperit anticorpi antirabici la soareci. Nu au fost
descoperiti anticorpi la soarecii din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU in urma administrérii orale a
virusului Bio-10. Anticorpi antirabici specifici la nivelurile 0,5 pana la 0,87 IU/ml au fost
descoperiti la toti soarecii care au supravietuit si carora le-a fost administrat virusul pe cale
intramusculard. In cazul clasei de goareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, nu au fost detectati
anticorpi antirabici specifici nici dupd administrarea orald nici dupd cea intramusculard a
virusului Bio-10.

DEZBATERI

Multe tari din Europa s-au angajat Tn acest proiect, lansat in 1978, de vaccinare orala a
animalelor sdlbatice impotriva rabiei utilizdnd vaccinuri ce contin tulpini vii reduse de rabie,
derivate din tulpinile SAD. OMS a lansat o serie de recomandari legate de evaluarea caracterului
inofensiv al vaccinurilor orale’ . Cu toate acestea, utilizarea vaccinurilor este asociati cu unele
riscuri ale patogenitatii reziduale reprezentate de derivatele tulpinii SAD.

Patogenitatea reziduald la soareci si alte rozatoare a fost subiectul multor lucrari™1%17 A fost
descrisa turbarea la 1 pui de vulpe, 1 pisica si 1 jder de piatrd in urma administrarii orale a
tulpinii SAD Bern. Rabia a fost identificatd la 7 sconcsi din 11 animale carora le-a fost
administrat virusul vaccin SAD B-19 per os'®,

La babuini, rabia a fost identificatd la 2 din 4 animale cérora le-a fost administrata tulpina SAD
Bern pe cale orald'’.



Un caz de rabie in Austria identificat la o vulpe dupd administrarea de tulpind de vaccin a fost
confirmat prin documente®. Patru vulpi cu rabie indusi de virusul SAD B19 au fost identificate
in Germania in timpul campaniilor de vaccinare orald impotriva rabiei din 2001, 2002, 2004 si
20057

Din pécate, acest risc este indicat §i de noile vaccinuri antirabice. Tulpina mutagena de rabie
SAG 1 retine patogenitate reziduald In urma administrarii intracerebrale la soareci sugari. Unei
femei tinere, mugcata de un caine cand incerca sa i1 indepérteze din gurd mancarea momeala, i-
au apglzrut leziuni ale pielii de tipul variolei, din cauza recombinantului de tulpind de rabie
VRG.

Cazul de patogenitate reziduala al tulpinii SAD Bern, in urma administrarii orale a 2 ml la titru
de 10™ TCIDs, fiecdruia dintre cei 4 babuini si care a indus rabie fatald la 2 dintre acestia
(perioada de incubare intre 11 §i 13 zile)', a fost citat in mod frecvent in legitura cu aparitia
acesteia la derivatele tulpinii SAD. Organizatia Mondiala a Sanatitii’ recomandi testarea
patogenitatii tulpinilor de virus rabic utilizate in prepararea vaccinurilor antirabice pentru
imunizarea orald a animalelor salbatice dar si a animalelor cu imunitate slabd. De fapt, contactul
unei persoane cu imunitate slabd cu vaccinuri de virus rabic folosite pentru imunizarea
animalelor sdlbatice impotriva acestei boli nu este complet imposibil. Urmand recomandarile
relevante ale OMS’, am decis s testim pe soareci cu imunitate scizutd caracterul inofensiv al
tulpinii de virus rabic Bio-10 care este continuta de vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet.

A fost descrisd testarea realizatd pe soareci cu imunitate slaba din clasele Nud (CD1-nu/nu) si
SCID'. Tulpina SAD B19 a fost administrata soarecilor pe cale orald §i intramusculard in
cantitate de 0,02 ml de 2,5 x 10”° FFU. In urma administrarii orale, 2 dintre cei 6 soareci din
clasa Nud au murit de rabie (Ziua 15) in timp ce niciunul dintre cele 6 exemplare din clasa SCID
nu a contactat boala. In urma administririi intramusculare, toti cei 6 soareci din clasa Nud si 5
soareci din 6 din clasa SCID au murit. Toate animalele experimentale carora nu le-a fost
administrat virusul au rdmas sanatoase.

Artois'® a analizat patogenitatea potentiald a tulpinilor de rabie in rozatoarele salbatice, tulpini
destinate imunizarii orale antirabice a animalelor salbatice. El a folosit virusuri vaccin cu tulpini
V-RG, SAG-1, SAD Bern si SAD B19. Patogenitatea potentiald a fost examinatd dupa
administrarea fiecdrei tulpini de vaccinare in cavitatea bucala intr-o dozd de 0,03 ml cu ajutorul
unei micro-pipete. Cand s-a folosit tulpina SAD Bern, rabia a fost observatd la 1 dintre cele 8
exemplare din specia Apodemus flavicollis (sero conversia impotriva rabiei n-a fost demonstrata
la niciunul dintre cei 7 soareci care au supraviefuit); niciunul dintre cei 6 soareci din specia
Clethrionomys glareolus nu a contactat rabie (2 soareci au prezentat sero conversie impotriva
rabiel); si 1 din cei 4 soareci din specia Microtus agrestis au contactat rabie (3 soareci au
prezentat sero conversie impotriva rabiei). Rezultate similare au fost obtinute prin vaccinarea cu
tulpina SAD B19.

Testarea clinicd a caracterului inofensiv al tulpinii de virus rabic Bio-10, care este 0 componenta
a vaccinului folosit pentru imunizarea orald a animalelor sdlbatice comercializat sub numele de
Lysvulpen, a fost realizatd in conditii Optime de Practicd de Laborator in cadrul infrastructurii de
la Bioveta a.s. din Ivanovice na Hané, Republica Cehia. Soarecii au fost tinuti in izolare in 6
cuve de reproducere, au fost hraniti o datd pe zi si au avut apa la discretie. Identificarea
animalelor a fost asiguratd prin etichetarea cuvelor. Primul lot de productie al virusului Master



seed (MSV + 1) a fost utilizat pentru testare. Documentul OMS recomanda utilizarea unui titru
maxim inzecit in teren. Deci, o dozi de 10°° TCIDs per ml a fost utilizata in acest test.

Continutul de virus SAD Bio-10 al unei doze de vaccin Lysvulpen por. ad us. vet. nu este mai
micd de 1,8 ml x 10%° TCIDso / ml si nici mai mare de 1,8 ml x 1080 TCIDsy/ ml. Deci, doza
maxima inzecitd a fost 1,8 ml x 10™° TCIDs¢/ ml. Luand in considerare greutatea animalului
experimental (soarece), doza totald administratd a fost redusa: volumul virusului Bio-10 folosit
pentru administrarea orala sau intramusculara a fost de 0,02 ml.

Greutatea soarecilor experimentali a fost intre 20 si 25 g, varsta de 3 luni. Animalelor li s-a
permis sa se adapteze timp de 7 zile Tnainte de inceperea testului. Pe perioada cat soarecii au fost
supusi examinarii clinice, starea lor de sdnatate a fost buna.

Animalele nu au fost nici anesteziate nici sedate. De fapt, anestezia sau sedarea pot conduce la
administrarea incorectd a virusului: virusul poate patrunde in cavitdtile nazale unde nu poate
intra in conditii fiziologice normale. Cavitatile nazale sunt foarte sensibile la contactarea rabiei.
Administrarea rapidd a virusului vaccin in cavitatea bucald poate, de asemenea, modifica in mod
necorespunzator calea de patrundere a virusului in corpul animalului. Noi am administrat virusul
cu o seringd speciald cu volum de 0,1 ml. Soarecii au fost imobilizati iar virusul a fost aplicat la
radacina limbii. Datoritd administrarii lente goarecele a inghitit virusul, deci efectul fiziologic a
fost identic cu cel scontat dacd animalul ar fi mancat o momeald ce continea virusul in cadrul
unei campanii naturale de imunizare. Pentru administrarea intramusculara, seringii i s-a atasat un
ac foarte fin si virusul a fost administrat adanc intramuscular in mugchiul membrul pelvin al
animalului. Volumul utilizat, 0,02 ml este foarte mic pentru o aplicare exactd cu o seringd
obignuita. Prin urmare, s-a folosit o seringd speciala cu volum de 0,1 ml astfel incat volumul mic
sd poatd fi administrat cu o precizie corespunzitoare. Faptul ca virusul a intrat in contact cu
organele imuno competente prin administrare intramusculard a fost evidentiat prin formarea de
anticorpi antirabici de neutralizare a respectivului virus, observatd la soarecii din clasa CRL:
CD1-FOXNI1 NU in 28 de zile de la administrarea virusului. Anticorpii antirabici de neutralizare
a virusului au fost detectati cu ajutorului testdrii FAVN, o metodd care permite titrului
anticorpilor antirabici specifici s& se exprime in unitdfi recunoscute la nivel international (UL/ml).
Nu au fost detectati anticorpi antirabici specifici la clasele de soareci rdmase in urma
administrarii virusului pe alte cai.

Din cei 10 goareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) céarora le-a fost administrat virusul
Bio-10 pe cale orald, 1 soarece a contactat rabie. Si in mod similar, din cet 10 goareci din clasa
Nud (CRL: CD1-FOXNI1 NU) cérora le-a fost administrat virusul Bio-10 pe cale intramusculara,
1 soarece a fost depistat cu rabie.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu a fost depistata rabia la niciunul
dintre soarecii carora le-a fost administrat virusul pe cale orald, si s-a depistat la 4 soareci din 10
carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara.

Rezultatele sunt similare acelora obtinute in cazul administrarii altor virusuri rabice folosite
pentru imunizarea orald a animalelor sdlbatice Tmpotriva acestei boli si indicd o patogenitate
reziduald relativ scdzutd a tulpinii SAD Bio-10 in urma administrérii la 2 clase de soareci
imunodeficienti.
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Tabel 1
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU

a) Administrare orald

Clasa | Numir | Doza/ | Soarece Zi urmitoare administririi virusului Observatii
yoarec de | cale # 1011|1213 ] 141516 17 1819120 2122232412526 27]28
§0arec1
1 - -1 -1 -1-1-1-1-1-1T- Rabic
2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0,02 ml 4 -1-17-1-17T-1-1-17T-7-7-1-1-17-1-1-17-1-°1-T1-
CRL: x 1090 5
CD1- 10 TCIDsy/ S A e (e e A A A A A A A A A A A I
FOXN1 ml r ——
NU
orald 7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
4K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
CRL: animale
CDI - 10 experim oK ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
FOXN1 K ——
NU entale
8K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
9K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-

10K




Tabel 2
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU

b) Administrare intramusculard

Clasa | Numir | Doza/ | Soarece Zi urmitoare administririi virusului Observatii
yoarec de | cale # 1011|1213 ] 141516 17 1819120 2122232412526 27]28
§0arec1
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0,02 ml 1 —I— T T T T
9.0
CRL: x 10
coi- | | TeDu |3 - - - -1 -T-1-T-1-1-1-1-1-1-1T-T-
FOXN1 m 6 - -1 -1-T-1-1T-71T-7T+ Rabie
NU intramus
cularé 7 } } } } } } } } } } } } } } } } } } }
8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
4K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
CRL: animale
CDI - 10 experim oK ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
FOXN1 K ——
NU entale
8K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-
9K - -1 -1 -1-1-1-1-1-1-1-T-1T-1-T-1T-1T-T71T-

10K




Tabel 3

Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CB17/1CR-PRKDC-SCID

a) Administrare orald

Clasa
soareci

Numar
de
soareci

Doza/
cale

Soarece

#

Zi urmitoare administrarii virusului

Observatii

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

CB17/
ICR-
PRKD
C-SCID

10

0,02 ml
x 10°0
TCIDso/
ml

orald

o @ ] N | &l W N -

—
<

CB17/
ICR-
PRKD
C-SCID

10

animale
experim
entale

=

<
~

W
~

=
=

h
=

=)
=

<
~

®
=

=)
=

10K




Tabel 4
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CB17/1CR-PRKDC-SCID

b) Administrare intramusculard

Clasi | Numar | Doza/ | Soarece Zi urmiitoare administririi virusului Observatii

yoarec SO::eci cale # {2 [3[4[5]6]7]8[0l10 1112314151617 1811920 21122123 241252627728

2 |- -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-71+-71H+ Rabie
pozitiv

0,02 ml g |- -1-1-1-T-T-1-T-T -1 -1T-1-1-1-1-1T-71T+ Rabie
CB17/ x 10% pozitiv

ICR- TCIDsy/

PRKD 10 ml
C-SCID

intramus
cularfi

-1 -r-1-1-1-1r-1-1-41-1-1-1-1-1-1-1=-1H+ Rabie
pozitiv

9 |-[{-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1{t-1-1-1-1-71-1H+ Rabie
pozitiv

w [--1-1-1-1-1-7-1--1-1-17-1-17-17-T7T-17-7-7-17T-T7T-T7T-T7T-T7T-17-1-°71-+-

CB17/

animale sk [-[-T1T-T-T-T-1-7-1T-1T-1-T1-1-1-71-1-1-1-T1T-T-71-7T71T-T1T-1T1-1-1T-1-T7 -

1CR- 10 experim

PRKD

6K -l - -t -1-1-1-1-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C-SCID entale

8K |- | - |-|-|-|-1-1-[-1-1-1T-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1]-1-71-71-71-71-71-

9K |- - |-|-1-[-1-1--1-1-1T-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1]-1-71-71-71-71-71-

K |- --[-T-1-7-1-1-T-1-1-1-7-7-17-17-17-7-17-17-T7T-T-17-7T-71-71-°71-+-




Tabel 5

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare orala

Soarece # Sex Doza de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(oral) Creier Glande Splind Plamani Esofag Mucoasd clinice

salivare bucald (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
2 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuati




Tabel 6

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare intramusculara

Soarece # Sex Doza de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(intramuscular) Creier Glande Splind Plamani Esofag Mucoasd clinice

salivare bucald (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10”° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
7 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuati




Tabel 7

Bio-10: Lysvulpen por. ad us. vet: examinarea organelor, clasa de soareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, administrare orala

Soarece # Sex Doza de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(oral) Creier Glande Splind Plamani Esofag Mucoasd clinice

salivare bucald (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10”° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 mlx 10> TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 mlx 10> TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 mlx 10> TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 mlx 10> TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 mlx 10> TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuati




Tabel 8

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, administrare intramusculara

Soarece # Sex Doza de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(intramuscular) Creier Glande Splind Plamani Esofag Mucoasd clinice

salivare bucald (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10”° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
3 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
5 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
9 Feminin | 0,02 ml x 10™° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
10 Feminin | 0,02 mlx 10°°TCIDsy/ml | Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuati




Tabel 9

Bio-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare orala

Soarece # Sex Doza de virus Anticorpi antirabici (IU/ml) Observatii
(oral) 0 28 de zile
(inaintea testdrii) (dupd testare)

] Feminin 0,02 ml x 10*° TCID,/ml 0 Nespecificat Rabie — post mortem
2 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
3 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
5 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10>’ TCIDs,/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
9 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
10 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0

Rezultat 0,02 ml x 109,0 TCID50/ml 0 0




Tabel 10

Bio-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare intramusculara

Soarece # Sex Doza de virus Anticorpi antirabici (IU/ml) Observatii
(intramuscular) 0 28 de zile
(inaintea testdrii) (dupd testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10”° TCIDs/ml 0 0,87
2 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml 0 0.50
3 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml 0 0.66
4 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml 0 0.50
5 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml 0 0.87
6 Feminin 0,02 ml x 10> TCID5,/ml 0 Nespecificat Rabie — pozitiv
7 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml 0 0.55
8 Feminin 0,02 ml x 10 TCIDs¢/ml 0 0.80
9 Feminin 0,02 ml x 10”° TCIDs/ml 0 0,65
10 Feminin 0,02 ml x 10”° TCIDs/ml 0 0,75

Rezultat 0,02 ml x 109,0 TCID50/ml 0 0,68




Tabel 11

Bio-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), administrare orala

Soarece # Sex Doza de virus Anticorpi antirabici (IU/ml) Observatii
(oral) 0 28 de zile
(inaintea testdrii) (dupd testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
2 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
3 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
5 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10>’ TCIDs,/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
9 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
10 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0

Rezultat 0,02 ml x 109,0 TCID50/ml 0 0




Tabel 12

Bio-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci (CB17/1CR-PRKDC-SCID), administrare intramusculara

Soarece # Sex Doza de virus Anticorpi antirabici (IU/ml) Observatii
(intramuscular) 0 28 de zile
(inaintea testdrii) (dupd testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
2 Feminin 0,02 ml x 10*° TCID,/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
3 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDy/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
5 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10*° TCID,/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
9 Feminin 0,02 ml x 10>° TCIDs,/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
10 Feminin 0,02 ml x 10*° TCIDs,/ml 0 0

Rezultat 0,02 ml x 109,0 TCID50/ml 0 0




Tabel 13

Bio-10: mortalitatea din cauza rabiei

Clasa de soareci Numar (‘ie Num‘ﬁr (‘ie . Numiir de decese Rata mortalititii, % Observatii
’ soarecl supravietuitori ’ ’
CRL; CD ; FO OXNINU, 10 9 1 10% Rabie - pozitiv
CRL; CD IZZ OXNINU, 10 9 1 10% Rabie — pozitiv
CBI7T CR;)P 5KD -SCID, 10 10 0 0% Rabie — pozitiv
CBI7I CR;]; RKD-SCID, 10 6 4 40% Rabie - pozitiv
CRL; CDI-FOXNI NU 10 10 0 0% Animale experimentale
nevaccinate
CB17/ICR-PRKD-SCID 10 10 0 0% Animale experimentale

nevaccinate

Administrare: p.o. - orald, i.m. — intramusculara




ACTA VET. BRNO 2013, 82: 013-017; doi: 10.2754/avb201382010013

Studiu privind siguranta tulpinii Bio-10-SAD Bern a virusului rabic asupra
speciei de maimute rhesus macaque

Vladimir Vrzal

Bioveta a.s., Ivanovice na Hané, Republica Cehia

Receptionat 18 mai 2012
Acceptat 29 noiembrie 2012

Rezumat

Avand ca bazd recomandarea OMS, patogenitatea reziduald a tulpinii virusului rabic Bio-10-
SAD Bern (componentd a vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet.) a fost testatd pe maimute rhesus
macaque. Fiecédreia din cele zece maimute, femele, in varsta de doi ani i s-au administrat pe cale
orali 2 ml x 10° TCIDs, de tulpind de virus rabic Bio-10-SAD Bern. Animalele au fost
monitorizate timp de 90 de zile. Ulterior, animalele au fost exterminate §i creierelor au fost
examinate prin metoda imunofluorescentei si cea PCR, cercetandu-se prezenta virusului rabic.
Aparitia anticorpilor antirabici anterior si ulterior administrarii virusului a fost de asemenea
evaluatd. Nu au fost observate simptome clinice de rabie si niciunul dintre animale nu a decedat
de rabie in urma administrarii virusului. Nu s-a detectat prezenta rabiei in urma examinarii post
mortem a animalelor de studiu. Toate animalele au dezvoltat anticorpi antirabici pe durata celor
90 de zile ulterioare administrarii virusului rabic. Se poate conchide cd, virusul Bio-10-SAD
Bern administrat intr-o dozd egald cu doza maxima Inzecitd specificd utilizarii in teren este
sigurd pentru maimutele din specia rhesus macaque. Acest studiu este primul de acest tip realizat
asupra maimutelor din specia rhesus macaque.

Virus vaccin, administrare orald, patogenitate reziduald, autopsie, anticorpi antirabici

Imunizarea pe cale orald a animalelor salbatice impotriva rabiei a devenit parte integranta
din lupta Impotriva acestei boli fatale atat in Europa cat si in America de Nord.

Orice vaccin oral pentru imunizarea animalelor salbatice ar trebui s fie eficient (de
exemplu, sd producd imunitate protectoare la speciile de animale {intd) si trebuie sa fie inofensiv
atat pentru speciile de animale {intd cat si pentru cele care nu sunt tintd. Caracterul inofensiv este
evaluat la speciile de animale {intd dar si la alte specii de animale (care nu sunt {intd) care pot
intra Tn contact cu vaccinul in urma raspandirii lui in mediul Inconjurdtor. Vaccinul nu trebuie
nici sd induca rabia la animale i nici s-o raspandeasca animalelor sensibile la aceastd boald prin
intermediul celor vaccinate.



Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS 2005), Organizatia Mondiala pentru Sanatatea
Animalelor (OMSA 2002, 2008) si Farmacopeea Europeana (2007) au identificat conditii si au
publicat recomandari legate de cerintele vaccinurilor intentionate a fi utilizate pentru imunizarea
orald a animalelor salbatice, care trebuie Tndeplinite Tnainte ca vaccinurile sd fie lansate pentru
utilizarea in teren. Blancou si Meslin (1996) au recomandat ca testul de patogenitate reziduala sa
fie realizat pe maimute.

Scopul acestui studiu a fost verificarea sigurantei tulpinii de virus rabic Bio-10-SAD
Bern asupra maimutelor rhesus macaque in conditii optime de practica de laborator (GLP).

Materiale si metode

Tulpina de virus rabic Bio-10-SAD Bern

Tn cadrul acestui studiu s-a folosit tulpina virusului rabic Bio-10-SAD Bern in primul lot de
productie (MSV + 1). Virusul Bio-10-SAD Bern Tsi are originea in tulpina SAD Bern (tulpina de
vaccin utilizata pentru imunizarea animalelor salbatice Tmpotriva rabiei).

Titrul folosit al tulpinii virusului rabic Bio-10-SAD Bern a fost 109 TCIDSYmI (TCID% este
definit ca o diluare a virusului necesara pentru a infecta 50% din cultura de celule inoculatd) care
este de 10 x titrul maxim al virusului din vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. folosit in teren
pentru vaccinarea oralda a animalelor salbatice Tmpotriva rabiei.
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Animale de studiu

Grupul animalelor de studiu a fost alcatuit din 10 maimute femele din rasa rhesus macaque
(Macaca mulatto) din propriul nostru laborator de reproducere Biotest Konavorice, Tn varsta de 2
ani, cu o masa corporala intre 3,3 pana la 4,2 kg, nevaccinate impotriva rabiei, deparazitate de
catre Ivomec (Merial, Franta) cu o doza de 0,2 mg ivermectind per kg de masa corporala inainte
de examinarea din laborator. Experimentul a fost aprobat de Ministerul Agriculturii (Nr.
10984/2010-MZE-17210). Initial maimutele au fost asezate in custi Tn mod individual.
Temperatura ambiantda a fost 20-24° C, umiditatea relativa 30-70%; variabilele de ambient au
fost monitorizate si inregistrate zilnic. Custile au fost curdtate de doua ori pe saptamana iar aerul
proaspat era furnizat zilnic. Conditiile au inclus si lumina naturald. Maimutele au fost hranite cu
hranda normald granulata, suplimentata cu fructe sau legume proaspete. Animalelor li s-a permis
sa se adapteze timp de 2 sdptamani in custile lor Tnainte de administrarea virusului. Dupa
administrarea virusului, fiecare animal a fost {inut Tn cusca sa pe intreaga perioada de 90 de zile.


mailto:vrzal.vladimir@bioveta.cz

Administrarea virusului, recoltarea de sange si prelevarea probelor

Tulpina virald a Bio-10-SAD Bern a fost administratd pe cale orala la radacina limbii 1n cantitate
de 2,0 ml x 10°° TCIDs (de zece ori doza maxima a virusului din teren). Nu au fost administrate
niciun fel de medicamente sedative. Fiecare maimuta a fost imobilizata fizic, i-a fost introdus un
calus si dupa ce 1 s-a deschis gura, virusul test a fost administrat foarte incet cu ajutorul unei
seringi de plastic prevazutd cu un dispozitiv de cauciuc in loc de ac. Maimuta a fost monitorizata
in timp ce inghitea virusul pe durata administrdrii lente a acestuia. Inainte de administrare,
animalele au fost cantarite si li s-a recoltat sange pentru a masura volumul de anticorpi antirabici
din el. Maimutele au fost monitorizate zilnic cu accent pe aparitia simptomelor clinice de rabie.
Animalele au fost cantirite zilnic. In a 90-a zi a perioadei de monitorizare li s-a recoltat sdnge
din nou pentru masurarea anticorpilor antirabici, apoi animalele au fost exterminate prin
administrarea intravenoasd a preparatului farmaceutic T 61 (producétor Intervet International
B.V., Olanda) intr-o dozd de 0,5 ml/ 1 kg de masa corporala. Mostre din cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata si hipocamp au fost prelevate in timpul autopsiei pentru depistarea
rabiei prin metoda imunofluorescentei si prin metoda PCR.

Examinarea probelor biologice

Mostrele de ser din sangele recoltat, atat inainte cat si dupa testare, au fost analizate pentru
depistarea prezentei de anticorpi antirabici cu ajutorul testului Neutralizare Fluorescentd a
Virusului Anticorp (FAVN) (Clinquet et al. 1998).

Mostrele din creier (cortex cerebral, cerebel, medulla oblongata si hipocamp) au fost examinate
prin metoda fluorescentei directe pentru depistarea prezentei antigenului virusului. (Dean si
Abelseth 1973).

Aceleasi mostre de creier (cortex cerebral, cerebel, medulla oblongata si hipocamp) au fost
examinate prin metoda Reactiei de Polimerizare in Lant (PCR) pentru depistarea prezentei
antigenului virusului. (Wakeley et al. 2005).

ARN-ul complet a fost izolat direct din 20% tesut cerebral omogenizat folosind un dispozitiv de
lucru BioRobot M48 si un Kit MagAttract Viral RNA M48, asa cum a fost recomandat de catre
producator (Qiagen). ARN a fost folosit TagMan RT-PCR ca model in procedura in timp real si
intr-o singurd faza, folosind § kit-ul Qiagen One Step RT-PCR. Pentru un singur rezervor de apa
au fost utilizate urmatoarele: 5,75 ul RNase, Sul 5 x amortizor de reactie RT-PCR, 1 ul amestec
dNTP (100mM), 6 ul MgCl, (25inM), 0,1 pl RNAsin (Promega), 1 ul amestec de enzime, 0,2 pl
fiecare pentru primer pentru Tnainte si Tnapoi (50 uM) si 0,25 ul amestec de sondd (30 um).
Primerii si sondele folosite in cadrul testului au fost publicate de Wakely et al. 2005. La final s-
au folosit 5 ul de ARN la un volum total de 25 pul. Au fost efectuate RT-PCR-uri pe un Ciclu iQ5
(BioRad). A fost folosit urmétorul profil de temperaturd: 30 min la 60° C (transcriere inversa),
15 min la 95° C (inactivare transcriptaza inversd/ activare polimerizare) urmatd de 45 de cicluri
la 10 s la 95° C (denaturare), 45 s la 55° C (calire) si 30 s la 72° C (prelungire). Valorile de
fluorescentd au fost inregistrate in timpul fazelor de célire. Pentru testul in timp real TagMan
RT-PCR, ciclul limitd al virusului SAD Bern cu titrul 1076 TCIDso/ ml a fost folosit ca
dispozitiv de control pozitiv si a fost stabilit ca egal cu 22.



Nr. animal Anticorpi antirabici (IU/ml)
3 luni dupa testare

1 7.8
2 7.8
3 1,5
4 > 40
5 5,0
6 13,5
7 1,5
8 > 40
9 > 40
10 10,3

Rezultate

Nu au fost inregistrate deviatii de la starea fiziologica normald si nici simptome de rabie prin
monitorizarea zilnicd a celor 10 maimute. Toate mostrele (cortex cerebral, cerebel, medulla
oblongata si hipocamp) prelevate in timpul autopsiei dupé finalizarea testérii virusului rabic atat
prin fluorescenta directa cat si prin metoda, au rezultat ca fiind negative.

Folosind metoda FAVN, nu au fost detectai anticorpi la animale Tnainte de testare. Dupa
finalizarea testului toate cele 10 maimute au manifestat anticorpi antirabici specifici de la 1,5
[U/ml pana la mai mult de 40 IU/ml (Tabel 1).

Dezbateri

Multe tari din Europa s-au angajat in acest proiect, lansat in 1978, de vaccinare orala a
animalelor sédlbatice Tmpotriva rabiei utilizdnd vaccinuri ce contin tulpini vii reduse de rabie
derivate din tulpinile SAD. OMS a lansat o serie de recomandari legate de evaluarea caracterului
inofensiv al vaccinurilor orale (OMS 1989, 1992, 1992b, 1993, 1993 b, 1994, 1995, 1998). Cu
toate acestea, utilizarea vaccinurilor este asociatd cu unele riscuri ale patogenitétii reziduale
reprezentate de derivatele tulpinii SAD.

Patogenitatea reziduala superioara la rozétoare a fost subiectul lucrarilor lut Winkler et al.
(1976), Wachendofer et al. (1978), Steck et al. (1982), Leblois et al. (1988), Artois et al. (1992)
si Vos et al. (1999). Wandeler (1988) a descris rabia la un pui de vulpe, o pisicd si un jder de
piatrd in urma administrarii orale a tulpinii SAD Bern. Rupprecht (1990) a raportat rabie la 7
sconcsi din 11 animale céarora le-a fost administrat virusul vaccin SAD B-19 per os.

Rabia a fost identificatd de cétre Bingham et al. (1992) la 2 din 4 Papio ursinus cérora le-
a fost administrata tulpina SAD Bern pe cale orald. Un caz de rabie la vulpi in urma administrarii
orale a virusului SAD B19 in vederea imunizarii orale a fost identificat in Austria (Vanek et al.
2004). Patru vulpi cu rabie indusa de virusul SAD B19 au fost identificate in Germania in timpul
campaniilor de vaccinare orald Tmpotriva rabiei din 2001, 2002, 2004 si 2005 (Mueller et al.
2005). Saisprezece cazuri de rabie post-vaccinare au fost inregistrate in Canada intre 1989-2004



la 4 vulpi rosii, 2 cdini enot, 2 sconcsi si 1 vitel printre alte animale (intdlnirea RITA Brazilia
20006).

Din pécate, acest risc este indicat si de noile vaccinuri antirabice. Tulpina mutagena de
rabie SAG 1 retine patogenitatea reziduald in urma administrarii intracerebrale la soareci sugari
(Schumacher et al. 1993). Unei femei tinere, muscatd de un caine cand incerca sa ii indeparteze
din gurd mancarea momeald, i-au aparut leziuni ale pielii de tipul variolei, din cauza
recombinantului de tulpina de rabie VRG (Rupprecht et al. 2001).

Cazul de patogenitate reziduala al tulpinii SAD Bern, in urma administrérii orale a 2 ml
la titru de 107> TCIDsy fiecaruia dintre cei 4 babuini gi care a indus rabie fatald la 2 dintre acestia
(perioada de incubare intre 11 si 13 zile), a fost citat Tn mod frecvent in legaturd cu aparitia
acesteia la derivatele tulpinii SAD (Bingham et al. 1992). Totusi, multe aspecte ale acestui caz
sunt neclare. Inocularea exacta a virusului in cavitatea bucald nu este clard; virusul ar fi putut fi
administrat in cavitatea nazala sporind astfel predispozitia animalelor la rabie (virusul vaccin a
fost administrat animalelor anesteziate). In plus, starea sanititii animalelor este necunoscutd, in
special Tn ceea ce priveste statutul imunitdtii lor (dacd animalele au o slabd imunizare),
contaminarea lor cu diferiti paraziti, etc. Nu existd informatii despre gdzduirea babuinilor,
tiparele de alimentatie, tratamentul sau alte informatii relevante pentru evaluarea experimentului.
De aceea am decis (in concordantd cu recomandarile OMS) sd reproducem testarea pe o specie
similard de maimute §i anume rhesus macaque §i pe un grup mai mare de animale (n = 10) in
conditii obiective stricte.

In contrast cu testarea mai sus mentionatd de citre Bingham et al. (1992) si cu testarea
mai recentd a lui Vos et al. (1999), maimutele din experimentul nostru nu au fost anesteziate sau
sedate cu nici un fel de medicament farmaceutic. De fapt, anestezia sau sedarea pot conduce la
administrarea incorectd a virusului; virusul poate patrunde in cavitdtile nazale unde nu poate
intra Tn conditii fiziologice normale. Acest loc este foarte predispus la inducerea rabiei. Noi am
administrat virusul cu ajutorul unei seringi de plastic prevazutd cu un dispozitiv de cauciuc.
Maimutele au fost imobilizate de personalul laboratorului (membrele toracice au fost fixate in
urma corpului, capul a fost finut in pozitie fixd de cétre o asistentd si gurd a fost tinutd deschisa
cu un calug prevazut cu o deschizaturd). Virusul a fost administrat prin deschizatura calusului la
radacina limbii cu ajutorul unei seringi de plastic prevazuta cu un dispozitiv de cauciuc. Datoritd
administrarii lente, maimuta a inghitit virusul, deci efectul fiziologic a fost identic cu cel scontat
dacd animalul ar fi mancat o momeala ce continea virusul in cadrul unei campanii naturale de
imunizare. Faptul ca virusul a intrat In contact cu organele imuno competente (amigdale) a fost
evidentiat prin formarea de anticorpi antirabici de neutralizare a respectivului virus. Anticorpii
antirabici de neutralizare a virusului au fost detectati cu ajutorului testarit FAVN, o metoda care
permite titrului anticorpilor antirabici specifici sd se exprime in unitdti recunoscute la nivel
international.

Nu au fost observate deviatii de la starea normald de sandtate a animalelor in timpul
perioadei de monitorizare de 90 de zile dupa administrarea virusului. Animalele experimentale
au dat impresia de sdnatate, au mancat foarte bine cu un apetit normal si au luat in greutate.
Examinarea post mortem a celor 4 parti ale creierului care sunt foarte sensibile la rabie, de
exemplu cortexul cerebral, cerebelul, medulla oblongata si hipocampul, folosindu-se testarea
senzitivd cu fluorescentd directd sau testarea PCR extrem de senzitiva, nu au indicat rabie la
niciun animal.



Administrat in doze egale cu doza maxima inzecitd specificd pentru speciile de animale
tintd, tulpina virusului rabic Bio-10-SAD Bern a fost absolut inofensivd pentru animalele
experimentale din specia maimutelor rhesus macaque.
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