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

5. Efticacy testing ln golden jackal (Canis auveus)

The test was performed in conformity with the methodology stated in the Czech Pharmacopoeia 97 on
page 3331 “Vaccinum rabiei perorale vivum ad vaulpein — Live antirabic oral vaccine for foxes™.

| Summary '
A total of 35 golden ;ackals (Canis aureus) were used for festing. 25 golden jackals were vaccinated ‘

with the antitablo vaccine for oral immunization known under the commeroial nane L'YSVULPEN por.

ad us. vet.,, containing the lve vaccination vitus SAD Bem. Immunization wds perféimed in the
individually stabled golden jackals by means of natural consumption of one vaceination bait. The
chewed-up or entjrely broken aluminium/plastic blisters contalning the vitus wers checked jn order to
prove consumption. 10 golden jackals were not imamunized and"were used as non-vaccinated control
animals. Blood samples were taken from all the tested golden jackals in regular one-month intervals for
a perfod of 6 months after immunization in"order to check the titre of antirablo antibodies by
* deteomining the number of international units (TU) present in the serumy. Six months after imunization,
all the tested golden jackals (1..-25 vacoinaled golden Jackals and 10 non-vaccinated contyo} golden
jackals) were ohallenged with the gtroet rabies viws isolated from a 1ed fox (Valpes vaipes) coming
from the teritory of the Czech Republic, in a total amount of 100.000 MICLDy, for one animal. The
dose of 0.5 mi was applied to each musculus masseter of the anifsal. Thé golden jackals were monitored.
for 90" days following infeotion. Serologic resulls confirmed that protestive immunity was completely
formed after one month following immunizailon and raaintained a suffiolent protective ‘level for the
.. entire testing period, Le. for six months following immunization.

The, challenge test demonstrated good protective immunity of the vaccine, as ten immunized golden
Jackals survived the coritro] Infection (.. 100 per cent). All the tested ammals, both the dead ones and
the animals-having been destroyed in a palnléss way immediately afier the test termination were

- checked for the presence of the rabies virus in the brain on the basls of the direet ixammnofluorescence
_method and on the basls of a biological test. Rables was not démonstrated in the swviving vaccinated'
.aninals but it was demonstrated 16 all the five non-vacoinated control golden jaokals that died.
The results of officacy achieved during testing of the vaccine LYSVULPEN por: ad us. vet. in golden
jackals meet all the control criteria defined by the Czech Pharmacopoeia 97 for this test.

'stcus.non
Efficacy testing of the antimblc vaceine for oral immumzation, performed on the target specles by

weans of administration of the commercial vaceine In a natwal way and efficacy evaluation by means
of serologic exaraination and a ohallengo test is the most objective efficacy test of the tested vacojne.
_ The basic assessmicnt criferia are considered to be thecomplying serologio response at the level of
- speoifip antirabic antibodies exceeding 0.5 U, and survival of at least 92 per cent of vacoinated animals
in‘the test provided that-at.least 90 per cent of non-vaccinated control animals die. For our experiment,
. the 1abies vitus isolated fiom a fox coming from the téuritory of the Czeoh Republic was used as the
challenge vitus, Thé proof that the vacolne LYSVULPEN pot. ad us. vet. induces a high level of °
‘protéétive speoific, immunity against the stieel rables virus in ‘immunized golden jackals is of
extradtdinaty Importance for enswing efficlent immundprophylaxy against this disease. The results of
. serologic examjuations (IU determination) dentonstrated a very good immnunily response after
. immusization with the vaccination strajn SAD Bexn. The mininum protective level of speeifio antirabic
antibodles of 0.5 YU was serologlcally proved as early as duting the first collection of blood samples,
" performed one month after immunization. On the basis of the high level 6f antibodles detected in this
first collection, it wmay bo dofinitely deduced that protective immunity forms much sooner afier
consimption of the bait than after one month, when the protective Immunlty was dcmonstlated on the

basls of a test.

Conclusion
Efficacy test of the preparation. LYSVULPEN por. ad vs. vet., containing the live vacoination strain

SAD Bein, was performed in golden jaokals in confoimity wuh the pharmacopoeia test. The resu]

achjéved aro compliant and meet the tequirements placed by the Pharmacopoefa on this test.
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List and chavacteristies.of the animals fncluded in the testing of efficacy
(category — golden jackal (Canis aureus) .

?:)dig;l Identlf: no. Chaactetistics of animal Commonts
animay | Of animel age sex health conditions .
1 QJ61 6 months 1 good
2 GJ 62 6 months ) * good very aggressive
3 | GJ63 6 months Q " good '
4 GJ 64 6 months é good
.5 © @Y65 6 months Q good
6 |. ores 3,5 months Q good
7 GY67 | 3,5months 3 good
8 GJ68 |.3,5 months é good
. 9 GI69 | 3,5months 3 good
10. | 6370 | 3months Q good
11 @I 3 months @ good -
12 _GY72 .} 3months 3 good
13 a1 4 months 3 good
14 GJF74 4 months s good
15 GJ 75 4 months é good “very timidity
16 Q)76 4 months é . good very timidity
17 Q¥ 77 - 4 months Q good '
18 0l 78 4 months 5 good
19 Gr79 | - 6 months é good
20 Q7 80 6 months 3 good
21 - GJ 81 6 months Q good
22 G7 82 6 months 3é good
‘23 Gy 83 6 months - Q good
24 GJ 84 4 months é godd
.25 GJ 85 4 months é good )
26 Gl 86 4 months Q good vely-aggressive
27 GJ87 ' | 4months 3 good n
28 GJ 88 4 months Q . good:
- 29 GJ1 89 3 months 1] good
30 G190 3 monthg Q good
2 N AR 3 months. Q good
32 | GIRN .4 months 8 good )
33 GJ 93 4 months Q good vety timidity
34 GI94 | 4 months ) good very timidity
35 GJ95 .| 4months Q gobd ' .

LYSYULPEN por &d us. vet
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Test protocol
8) Descriptlon of methgds applied:

al) Determination of the number of YU in the serum of vaccinated animals ~method by Smith,
J.8. and partnets (1973),

a2) Virus demonstration — the brains of il golden jackals having been inoluded in the challenge
test (both vaceinated and control animals) were checked after the anlmals had been destroyed or had
died.and after the monitoring perlod had elapsed, in order to deteot the presence of rables antigen by
means of imrunoffuorescont examination (Dean and Abelseth, 1973) and by means of a biological -
test performed in mice (Koprowski, 1973).:

a3) Statistic methods and ealeulations applied at testmg
Titres of antibodies and of the vitus were caleulated on the basls of the method introduced by Reed

and Muench (1938).

Deseription of mstmmentis lied:
- - 0.05 ml automatio pipettes ~ Sharples ) :
« immunofluotescent microscope — type: Phasenkonuast 1mt Mlkroval Mlkroské)pen, Carl — Zelss

- Jena
- 0.1 ml syilhges ~ type Hemilton
~ ineubator~37 °C and 5 % CO; ~ by the company Hereus
- Dynatech plastio microplates Intended for titiation of virus and sera

¢) Degeri l n of matexials applieds . ' )
~L'YSVULPEN por. ad us. vet, batch 34 06, tive of the vitns TCIDso = 107 Yml
- antirabio and negative conjugate by the manufacturer Bloveta, 2 5., Ivanovice na Hand

« International standerd of thé antirable serum
- Infectious rabies vims having been prepared from salivaiy glands of a red fox coming from the
territory of the Czech Republic in an infectious dose of 100,000 MICLD;4 per 1 mf perione animal .

(90-day-monitoring period)

il) Used tested animals *

d1) Spectes.~ jaokal ‘

d2) Genus or stxzain - golden Jackal (Canis awreus) -

d3) Animal category — young animals aged 3 to 6 months 4

d4) Oxigin the animals come from tha teuito;y of the Czech Republic (Zoo eto)

' ds) Identificatlon - 4 tattoo In the auticle

d6) Nux;iber of animals -~ 35

d7). Conditiong under vhich the animals were kept — golden jackals wexe kept in stalls with §
animals pet stall, Golden jackals of the same sex were always placed in one sfall. The stall was
divided into the infernal built pat with a rest area for the anitals and into the outdoor area, The
inteinal pat was concreted and the outdoor area consisted of sand. The total area (Le. the floor area
of the Intetnal box plis the adjacent area) was 10 ineters squared for five golden jackals. Golden

,jackals were kept hxdwfdually after challenge.

d8) Feeding of anfmals — golden jackals were fed with granufated complex feedmg mixturs for
dogs, produced by a commercial manufacturer and registered for use jn the Czech Republio, and
with boiled meat leffovess and selected Intestines ffom sanitary slaughters, The food doses of the -
commerclal feeding mixture were defermined on the basis of the manufacturer's recoramendation in
dependence-on the weight of The animals. The golden jaokals were fed once a day, namely at 2.00

p.m, Drinking water was available to the animals ad Jlibitum.
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tel.: 420/517063321 4 ¢-mall: comm@bloveta.oz .

d9) Name of the owner of animals - Biovets, a.s,, Ivanovice na Hané

diO) Name of the testing iustitute Biovels, a.s., Ivanovwe na Hané

hcation schem and times of a lication bloo

lication dose manner. of & lication, a
colle l scheme .

Appllcaﬁon dose-— 1 applioatioﬁ dose (1 bait)

Manner of application — per 0§ (natura] consumption), broken aluminium/plashc blisters wero cheoked
L the proof of consumption . . .

Appucaﬂon schemé — the recommended apphcanon dose of the vacoine was applied once

~Blood collection scheme — blood was, col[eoled before and 1, 2, 3; 4, 5 and 6 months after -
immun_lzation

Challenge test- was performed 6 months after immynization
'Control ammals ton non-vacomated golden Jackals

Name, addyess, positlon and qualification of the examining pexson!.

MVDr. Viadim{r Vzzal, CSc.

Bon: Novembex'% 1953
“Education: 1969 to 1973: Seoondaxy Agticulture and Engneexmg School — specmlmtlon.

vetetinaty, in Kromeith

]973 to 1979; Veterinaty Universlty in Bino -
April 1, 1979; Bloveta Ivanovice na Hané, statting practice
1979 to 1980: Military Service af the Vetetlua: y Service of the Frontier Guard -
1980 to 1987: Independent englneering controller of the Depmtment for Quality”
. Control and Management
1985 to 1990; graduant thesis study of the soientlﬁo disoiplme epmootology and

" . zoohygiene
1987 to 1995:  Chief of the Department for Quality Control and Management
since February 1, 1995:  Produciion Dircotor of Bloveta, s..0.
sincé Tanuary 1 1998 up -to the present day: Dircotor of the pmductlon and
development seotton for vetetinay biopxeparauons and phamaceuticals

Membershng in pr ofesgggng] orgamzaﬁons

" The Czechostovak microblology assooiation - since 1980
- The Czechoslovak scientifio assoclation for fungology - since 1980
The Czechoslovak immunology assoclation ~since 1981

- Professional activity:
Publications:

. Hois author or co-mthor of 101 p;ofessxonalpubllcaﬁom

Author celﬁjgggm:
He-is anthor ot co-author of 15 bxevets and 5 utility designs

Final opponent’s reports:

_ He is author or co-author of 19 final xepor ts for prepmauous introduced in pmctlce
rofessiogn] specialization: immunology, vhology .
MVDr. Vladlmﬁ Vizal, CSe.
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Table no. S Efficacy testing in golden jackal (Canisaurens)

Whei . 1. Resuits' { post mort examination
P N ‘ g ., . . - ‘ ) ( :ha[!gnge . Of .o
(])1::_ Ja:fl Batch | - la:)g]itf . ? .1 - T2 3 4 5 _ 3 ) cgﬁr ég;é_ dose challenge direct biological] Note
. snic, [oonths months{ reonths | monfhs | uonths | months Lo | (MICED ) E;i fluorescence | rial
1 | GI¥61 |-3406 4.8.99 o 311 35 36| 338 40 -] 338 182.00 | 100000 | survival | - pegative | negative
2 1GY%62]3406) 489 | 0193 |"90 | 85 | 80 | 75 | 61 Y| 182.00 | 100000 | survival | megative | megative
3 jGI63 34061 4.899 |- 0 | 45 4,8 55 { 5,6 5,5 49 | 182.00 | 100000 | survival | negative | negative
4 |Glea(3406] 4899 | 0] 32 36 1 39 1.46 48 | 43 ] 13200 )" 100000 | survival | nmepative | negative
5 {GJ65(3406F 4.8.9 | O 85 |- 84°] 81 7,7 2 62 { 182.00 { 100000 | survival | negative | negative
6 | GI6613406 | 4.8.99 0 61. | 65 6,7 6,5 59 | .50 182.00 { 100000 | survival | negative | nepative
7 {G¥6713406| 4899 | 0| 48 | 52 3.7 .6,0 5,5 4,7 182.00 | 100000 | suxvival { negafive | negative
8 | G¥68 | 3406 4.8 99 9] 35 4.1 5,2 3.1 49 1 41 182.00 | 100000 | sorvival | negative ~ | negative
S | GI69 | 3406 4.899 1 O 38 49 53 5,1 4.8 4.2 182.00 | 100000 | swxvival | negative | megative
10 | GI70 | 34061 4.899 0 8,5 79 | 719 72 6.3 5,3 182.00 | 100000 | smxvival | negative | megative |
11 | GJ71 | 3406 4.8 959 0 6,5 6,6 6,6 6,6 5.5 |. 47| 18200 | 1000600 | saxvival _negative | negative
12 | (J721 3406 | 4.8.99 04 77 7.5 15 7.1 6.3 54 | 18200 | 100000 | sarvival | negative { negative
13 |GI7T3 13406 | 4.8.99 0-| 31 38 | 338 4,6 4,5 39 | 18200 | 100000 | survival | negative | megative
4 | GI741 3406 4899 .\ 0| 33 4,6 4,6 5,1 43 39 |/ 182.00 | 100000 | servival | negafive | negative
15 1GI75 {3406 { 4.899 {-0O 8,1 7,5 7.5 6,7 5.9 4.6 182.00 | 100000 | sorvivel | negative | megative
16 | GJ76 13406} 4899 0 5,4 5,8 58 55 {50 4,1 182.00 | 100000 | survival { negative | megative
17 | GI77{ 3406 4.899 -0 6,1 6.9 6,9 62 .{ 53 4,6 18200 | 100000 | survivai | negative negative
18 | GI78| 3406 | 4.8.99 0 3,2 4.3 43 49 44 |- 39 182.00 { 100000 | survival { negative | negative
19 | G379} 3406 4.8.99 0 3.3 4,9 4,9 54 49 45 ] 18200 | 100000 | survival | negative pegative
20 |G¥20 {3406 4.899 | 0| 48 | 52 | 52 | 53 47 | 42 ] 18200 | 100000 | survival | mnegative | megative
21 18113406 4.2.99 0 49. 57 1 57 | 56 1 S5\ 49 18.2.00 { 100000 | suxvival | nepative | negative
22 |G32]3406| 4899 [ 01 66 |-69 | 69. " 63 | 55 | 52 | 18200 | 100000 | swvival | negative | negative
23 {GI83 | 3406 | 4.8.99 03 39 6,6 6,6 6,0 §3:1 51 18200 | 100000 { survival | negative | pegative
24 | GJ34 | 3406} 4.899 0 44 54 54 | 58 5,1 5,0 | 18200 | 100000 | swvival | negative | negative

LYSVULPEN por. agius. vet
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. . . YU/ml ChaII. * | Results | post morzexamination
. .. - : . . enge | -, of
?lroa_ JancI:aI Bitch J:ghtf O 1 1 2 s | & 5 6 cﬁ:ﬁ; dose _|challengei direct -|biological| Note
30. - ; - snic. months [ months | months { months | months | months| - |(MICLDs)| —90 |finorescence| triai

25 | 3J85 | 3406 4.859 0_| 45 6,1 60 | 60 5,5 5,1 { 18200 }| 100000 | smxvival | negative | negative -
26 | GJ86 | control |- 0 0 0 0 0 | 0 0 .} 18200 | 100000 | deatt | positive | positive Img 5_ch

. , I . | Death-
27 | G337 ?cntrol o 6.1 o o | o 0 0 .| 18200 | 100000 | death | .positive | positive |- dmch.
28 | GY88 | control 0 0 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | death | positive | positive IM,, d_Ecij
29 | GI89 | control of o | o | 0 0. 0.1 0 | 18200 | 100000-| death | positive | positive |- ok
30 | GI90 |comtrol] withowt |6 | 0 o | o 0 0 0 118200 | 100000 | desth | positive | positive Zf)’d_“p”c“m
- applicaeti : 3

31 | GIoL |eontrol| on. | O] 0 0 0 0 0 0 | 182.00 | -100000'| deats | positive | positive | D=

. f . ) : 23d.p.ch.
32 | G¥92 |comtrol 0 0 0 6 0 0 0 18200 | 100000 { death positive | positive 1I9 d-s c- )
33 | G393 |control o.] o [ o | o 0 0 0 | 18200 | 100000 | death | positive | positive: 2%";&;;_‘
34 | GY94 | conirol ol 6.7 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | death | positive | positive i?imp o
35 | G395 | cantrol ol 0] o 0 0 | o | o |28200| 100000 | death | positive | positive lm%p >
Average titre of antibodies ((U/mN)| 0 | 524 | 585 [ 597 | 587-] 536 | 470

. dp.ch. - days post challenge -

LYSVULPEN por. 2d us. vet
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Traducere din limba englezi
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[sigld BIOVETA] [date de contact]

5. Testele de eficacitate la sacalul auriu (Canis aureus)

Testul a fost efectuat in conformitate cu metodologia prezentatd in Farmacopeea cehd 97 de la pagina
3331 ,,Vaccinum Rabiei perorale vivum ad vulpem - vaccin oral viu pentru vulpi”,

Rezumat
Un total de 35 de sacali aurii (Canis aureus) au fost utilizati pentru testare. 25 de sacali aurii
au fost vaccinati cu vaccinul antirabic pentru imunizare orald cunoscut sub numele comercial de
LYSVULPEN por. ad us. vet , care contine virusul de vaccinare viu SAD Bern. Imunizarea fost
efectuatd la sacalii aurii cazati individual, prin intermediul consumului natural al unei momeli
vaccinale. Blisterele din aluminiu / plastic mestecate sau complet rupte care contin virusul au fost
verificate pentru a se verifica consumul. 10 sacali aurii nu au fost imunizati si au fost folositi ca
animale de martor nevaccinate. S-au prelevat probe de sdnge de la toti sacalii aurii testafi, la
intervale regulate de o lund, pe o perioadd de 6 luni de la imunizare, pentru a verifica titrul
anticorpilor antirabici prin determinarea numarului de unititi internationale (UI) prezente in ser.
Dupd sase luni de la imunizare, toti sacalii aurii testati (i.e.25 vaccinati si 10 ne-vaccinati din lotul
martor), au fost testati cu un virus de rabie stradald astfel izolat de la o vulpe rosie (Vulpes
vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, in cantitate totala de 100.000 MICLDS50 per
animal. Doza de 0,5 ml a fost aplicatd fiecirui muschi maseter al animalului. Sacalii aurii au fost
monitorizati timp de 90 de zile de la infectare. Rezultatele serologice au confirmat ci imunitatea
protectoare a fost complet raspanditd la o lund de la imunizare §i s-a mentinut un nivel de
protectie suficient pentru intreaga perioada de testare, adica timp de gase luni dup3 imunizare.
Aceasta testare a demonstrat o bund protectie imuna a vaccinului, deoarece zece sacali aurii
imunizati au supraviefuit infectiei de testare (adic 100 la sutd). Toate animalele testate, atét cele
moarte cat i animalele-au fost ucise in mod nedureros, imediat dupa terminarea testarii, cAnd s-a
verificat prezenta virusului rabic in creier pe baza metodei de imunofluorescents directs si pe
baza unei testdri biologice. Prezenta rabiei nu a fost demonstrata la animalele supravietuitoare
vaccinate, Tns3 a fost confirmati la toate cele cinci animale martor nevaccinate care au murit.
Rezultatele eficacitatii obginute in timpul testérii vaccinului LYSVULPEN por.ad.us.vet la
sacalii aurii indeplinesc toate criteriile de testare previzute de Farmacopeea cehd 97 pentru acest
test.
Discutii
Testarea eficacititii vaccinului antirabic pentru imunizare orald efectuati la speciile fint
prin intermediul administrarii vaccinului comercial in mod natural §i evaluarea eficacititii prin
examen serologic si prin testare de provocare este cel mai obiectiv test de eficacitate a vaccinului
testat. Criteriile de evaluare de bazi sunt considerate a fi rdspunsul serologic adecvat la un nivel de
anticorpi specifici antirabici mai mare de 0,5 Ul, si supravietuirea a cel pufin 92 la sutd din
animalele vaccinate cu conditia ca cel putin 90 la sutd dintre animalele martor nevaccinate si
decedeze. Pentru experimentul nostru,virusul rabic izolat dintr-o vulpe provenind de pe teritoriul
Cehiei a fost folosit ca virus-de testare. Dovada c& vaccinul LYSVULPEN por. ad. us. vet . induce
un nivel ridicat de imunitate specificd de protectie impotriva virusului rabiei stradale la sacalii
aurii imunizati prezintd o importantd exceptionald pentru asigurarea imunoprofilaxiei eficiente
fmpotriva acestei boli. Rezultatele examenelor serologice (Ul) de determinare au demonstrat un
raspuns imun foarte bun dupd imunizarea cu tulpina SAD Bern prin vaccinare. Nivelul minim de
protectie de anticorpi antirabici specifici de 0,5 Ul a fost serologic confirmat de la prima recoltare
de probe de sdnge, efectuatd la o lund dupd imunizare, Pe baza nivelului ridicat de anticorpi
detectati in aceastd primd recoltare, se poate deduce cu sigurantd c¢i imunitatea protectiv apare
mai devreme de o lund dupi consumul de momeald, cdnd imunitatea protectoare a fost confirmata
printr-un test.

Concluzie

Testul de eficacitate al pregatirii LYSVULPEN por.ad.us vet., care contine tulpina de vaccinare
SAD Bern, a fost efectuat pe sacali aurii in conformitate cu testul prevazut de farmacopee. Rezultatele
obtinute sunt conforme si indeplinesc cerintele impuse de Farmacopeea cu privire la acest test.
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Lista gi caracteristicile animalelor incluse in testul pentru eficacitate
(categoria -~ sacal auriu (Canis aureus)

Caracteristicile animalului
Nr. Identif. < x Comentarii
Nr.ert. | animal varsta sex Stare de sinitate
1 Gl 6l 6 luni F buna
2 GJ 62 6 luni F buna Foarte agresiv
3 GJ63 6 luni F buni
4 GJ 64 6 luni M bund
5 GJ 65 6 luni F bund
6 GJ 66 3,5 luni F buni
7 GJ 67 3,5 luni M buni
8 GJ 68 3,5 luni M buni
9 GJI 69 3,5 luni M buna
10. GJ 70 3 luni F buna
11 GJ 71 3 luni F buna
12 GI72 3 luni M buna
13 GI73 4 luni M buni
14 Gl 74 4 luni M bund
15 GI75 4 luni M buna Foarte timid
16 GJ76 4 luni M buna Foarte timid
17 GJ 77 4 luni F buni
18 GJ 78 4 luni F buni
19 GI79 6 luni M buna
20 GJ 80 6 luni M buna
21 GJ 81 6 luni F buni
22 GJ 82 6 luni M buna
23 GJ 83 6 luni F bund
24 GlJ 84 4 luni M buni
25 GS 85 4 luni M buna
26 GJ 86 4 luni F buna Foarte agresiv
27 GJ 87 4 luni M buni
28 GI 88 4 luni F buna
29 GJ 89 3 luni M buni
30 GJ 90 3 luni F buni
31 Gl 91 3 luni F buni
32 GJ92 4 luni M buna
33 GJ93 4 luni F buna Foarte timid
34 GJ 94 4 luni F buna Foarte timid
35 GJ 95 4 luni F bund

LYSVUL PEN por. ad us. vet
Partea 1V
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor folosite:

al) Determinarea numarului de Ul Tn serul animalelor vaccinate - metoda Smith, J.S. si col.
(1973),

a2) Confirmare virus - creierul tuturor sacalilor aurii care au fost inclusi in testare (atit animale
vaccinate cét i martor) a fost verificate dupa ce animalele au fost ucise sau au murit si dupi
monitorizarea perioadei de timp scurs, in scopul de a detecta prezenta antigenului rabiei prin
examinarea cu imunofluorescentd (Dean si Ahelseth, 1973) si prin intermediul unei testari
biologice - test efectuat pe soareci (Koprowski, 1973);

a3) Metodele statistice si calculele aplicate pentru realizarea testarii

Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate pe baza metodei introduse de Reed si Muench
(1938).

b) Descrierea instrumentelor folosite:
- pipete automate Sharples 0,05 ml
- microscop imunofluorescentd — tip: Phasenkontrast mit Mikroval - Mikroskopen, Carl —
Zeiss Jena
- seringi 0.1 ml —tip: Hamilton
- incubator— 37 °C si 5 % CO, — de cétre firma Hereus
- microplici din plastic Dynatech "pentru titrare virus si ser

c¢) Descrierea materialelor folosite: .
- LYSVUIPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru virus ICIDSo = 10" /m1
- conjugat antirabic si negativ produs de Bioveta, Ivanovice na Hane
- standard international de ser antirabic
- virusul rabic infectios a fost preparat din glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de
pe teritoriul Republicii Cehe, in doza infectioasd de 100.000 MICLD50 la 1 ml per animal
(perioada de monitorizare de 90 de zile)

d) Animale folosite pentru testare
dl) Specie — sacal
d2) Gen sau tulpind — sacal auriu (Canis aureus),
d3) Categorie de animal — animale tinere cu vérsta intre 3si 6 luni
d4) Origine —animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehia (Zoo, etc.).
d5) Identificare — tattoo in auricul
d6) Numarul animalelor; 35
d7) Conditiile in care animalele au fost tinute — Sacalii aurii au fost tinuti in grajduri cu céate 5
animale per addpost. Sacalii aurii de acelasi sex au fost Intotdeauna amplasati intr-un singur
adapost. Acesta a fost impariit In interior cu o zond de odihna pentru animalele §i o zond in aer
liber. Partea interioard a fost betonatd, iar zona in aer liber acoperitd cu nisip. Suprafata totald
(de exemplu, suprafata partii interioare plus cea a suprafetei adiacente) a fost de 10 metri patrati
pentru cinci sacali aurii. Dup3 tastare gacalii aurii au fost {inuti izolati unii de ceilalfi.
D8) Hranirea animalelor - sacalii aurii au fost hraniti cu un complex de amestec granulat pentru
céini, produs de un producitor comercial si Inregistrat pentru a fi utilizat in Republica Cehd, si
cu resturi de carne fiartd si intestine selectate din abatoare. Dozele alimentare de amestec
comercial au fost stabilite pe baza recomandirii producatorului, in functie de greutatea
animalelor. Sacalii aurii au fost hraniti o data pe zi, §i anume la ora 14:00. Apa potabild a fost
disponibild pentru animale ad libitum.
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[siglda BIOVETA][date de contact]
d9) Nume proprietar - Bioveta, a s., Ivanovice na Hane
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, Ivanovice na Hane

e) Doza de aplicare, modul de aplicare, schema de aplicare si perioadele de aplicare, schema
de recoltare a singelui

Doza aplicatd — 1 dozd (1 momeal#)

Modalitatea de aplicare — per os (consumul natural), blisterele rupte din aluminiu / plastic au fost
verificate ca dovada a consumului

Schema aplicdrii — doza de aplicare recomandaté pentru vaccin a fost aplicatd o singurd data

Schema de recoltare a sdngelui - sdngele a fost recoltat Tnainte gi dupd 1, 2, 3, 4, S si 6 luni dupa
imunizare

Testarea s-a efectuat la 6-luni dupa imunizare

Lotul martor de animale — zece sacali aurii nevaccinati

Nume, adres3, pozitie si calificarea persoanei care a efectuat examinarea:

Dr.MV. VladimirVizal, CSc.

Nascut la: Noiembrie 26, 1953

Educatie: 1969 - 1973: Liceul de Aviculturi si Inginerie — specializarea:
Medicina veterinard din Kromerix
1973 - 1979: Facultatea de Medicind Veterinara din Brno
Aprilie 1, 1979: Bioveta Ivanovice na Hane inceperea stagiului practic
1979 - 1980: Serviciul Miliar la Serviciul Veterinar al Granicerilor
1980 - 1987: Verificator inginerie independent al Departamentului de

martor i management al calitatii
1985 - 1990: teza de doctorat Studiul disciplinei stiintifice epizootologie si
Zoo-igiend
1987 - 1995: Seful Departamentului de martor si management al calitétii

din februarie 1, 1995: Director de productie Bioveta, ianuarie 1, 1998 - prezent:
Director de productie si dezvoltare — dep. pentru biopreparate si produse
farmaceutice de uz veterinar

Membru al unor organizatii profesionale

Asociatia Cehoslovaca de microbiologie - din 1980
Asociatia Cehoslovaci de fungologie - din 1980
Asociatia Cehoslovaci de imunologie - din 1981

o Activitatea profesionala:
publicatii:
- Autor sau co-autor a 101 publicatii profesionale
Certificate de autor:
Autor sau co-autor al5 brevete si a 5 modele utilitare,
Rapoarte finale
Autor sau co-autor a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionalid: imunologie, virusologie

Dr.MV. Vladimir Vizal, CSc.

LYSVULPEN por. ad us.vet
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[siglda BIOVETA][date de contact]

Tabel nr. 5 Eficacitatea testiirii pe sacalii aurii (Canis aureas) ,

Ul/ml Rezultate |_Exam. Post mortem Obs.

:‘: Sacal 1y o1, Data 0 3 6 Ziua fg::?e testare Fluorescentd| Testare
. aplicirii | Inig Uluni i | Tomi lu“ni Stuni |y | testiril (MICLDy)| -%07e directd | biologic

1 | GJ61 | 3406 4.8.99 0 3,1 3,5 3,6 3,8 4,0 3,8 18.2.00 100 000 | suprav. negativ negativ
2 | GJ62| 3406 4.8.99 0 9,3 9,0 8,5 8,0 7,5 6,1 182,00 | 100000 | suprav. negativ negativ
3 1 GJ63 | 3406 4.8.99 0 4,5 4,8 55 5,6 5,5 4,9 18.2,.00 | 100000 | suprav. negativ negativ
4 1GJ64| 3406 4.8.99 0 3,2 3,6 3,9 4,6 4,8 4,3 182,00 | 100000 | suprav. negativ negativ
5 {GJ65| 3406 4.8,99 0 8,5 8,4 8,1 7,7 7,2 6,2 18.2.00 100 000 | suprav, negativ negativ
6 | GJ66 | 3406 4.8.99 0 6,1 6,6 6,7 6,5 59 5,0 18,2,00 | 100000 | suprav. negativ negativ
7 | GJ67 | 3406 4.8.99 0 4,8 52 5,7 6,0 5,5 4,7 18.2.00 | 100000 | suprav negativ negativ
8 | GJ68 | 3406 4.8.99 0 3,5 4,1 5,2 53 4,9 4,1 18.2.00 100 000 supray negativ negativ
9 1GJ69 | 3406 4.8.99 0 38 4,9 53 S,1 4,8 4,2 18.2.00 | 100000 | suprav, negativ negativ
10 | GJ70 | 3406 4.8.99 0 8,5 7,9 79 7,2 6,3 53 18.2.00 | 100000, | suprav negativ negativ
11 | GJ71 | 3406 4.8.99 0 6,5 6,6 6,6 6,6 5,5 4,7 18.2,00 100 000 supray negativ negativ
12 | GJ72 | 3406 4.8.99 0 7,7 15 7,5 7,1 6,3 54 18.2.00 100 000 | suprav. negativ negativ
13 1 GJ73| 3406 4.8.99 0 3,1 3,8 3,8 4,6 4,5 3,9 18.2.00 | 100000 | suprav. negativ negativ
14 | GJ74 | 3406 4.8.99 0 3,3 4,6 4,6 5,1 4,8 3,9 18.2.00 | 100000 | suprav negativ negativ
15 [ GJ75] 3406 4.8.99 0 8,1 7.5 7,5 6,7 5,9 4,6 18.2.00 100 000 suprav negativ negativ
16 | GJ76 | 3406 4.8.99 0 54 58 58 55 5,0 4,1 182,00 | 100000 | suprav. negativ negativ
17 | GJ77 | 3406 4.8,99 0 6,1 6,9 6,9 6,2 53 4,6 18,200 | 100000 [ suprav. negativ negativ
18 | GJ78 | 3406 4.8.99 0 3,2 4,8 4,8 4,9 4,4 3,9 18.2.00 100 000 | suprav, negativ negativ
19 [ GJI79 ] 3406 4.8.99 0 3,3 49 4,9 5,4 4,9 4,5 18.2,00 | 100000 | suprav. negativ negativ
20 | GJ80 | 3406 4.8.99 0 4,8 52 5,2 53 4,7 4,2 18.2.00 | 100000 | suprav. negativ negativ
21 | GJ81 | 3406 4.8.99 0 4,9 5,7 5,7 5,6 5,1 4,9 18,200 100 000 suprav negativ negativ
22 [ GJ82 | 3406 4.8.99 0 6,6 6,9 6,9 6,3 5,5 5,2 18.2,00 100 000 suprav negativ negativ
23 | GJ83 | 3406 4.8.99 0 3,9 6,6 6,6 6,0 53 5,1 18.2.00 100 000 suprav negativ negativ
24 | GJ84 | 3406 4.8.99 0 4,4 54 54 58 5,1 50 | 182,00 | 100000 | suprav negativ | negativ
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[sigla BIOVETA]{date de contact]

Ul/ml Exam. Post-mortem
Rezultate
Nr | Nr Data [Dozi testare
Lot ol o2 3 4 5 6 , testare | Fluorescent . Obs.
: I i

ort. | yacal Data aplicarii ;o | Thuni |y luni luni luni luni testaril | (MICLD) | g9 zile directg | Testbiok
25 | GJ85 | 3406 - 4.8.99 0 4,5 6,1 6,0 6,0 5,5 5,1 18.2.00 100 000 supray. negativ negativ
26 | Gi86 | martor 0 0 0 0 0 0 0 18.2.00 100 000 deces pozitiv pozitiv %egeps-t
27 | GI87 | martor o o | o 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv 213) ezcgst
28 | G188 | martor 0 o | o 0 o | o o | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv %eie;'t
29 | GJ89 | martor 0 0 0 0 0 0 0 18.2.00 100 000 deces pozitiv pozitiv ?le;eps-t

- . Deces-
30 | GJ90 | martor Fara aplicare 0 0 0 0 0 0 0 18.2.00 100 000 deces pozitiv pozitiv 20 2ot
31 | GI9t | martor 0 0 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv ZD;;";"
32 | 6192 | martor 0 0 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv ?;;e;'t
33 | GJ93 | martor 0 0 0 0 0 0 0 18.2.00 100 000 deces pozitiv pozitiv Zezeps-t
34 | GJ94 | martor 0 0 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv E;Ze;'t‘
35 | GI95 | martor 0 0 0 0 0 0 0 | 18200 | 100000 | deces pozitiv | pozitiv gezcis;

Titru mediu anticorpi-(Ul/ml) 0 5241 585 597 587 5,36 4,70
z.p.t.- zile post testare
LYSVOLPEN por. ad us. vet Partea IV
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CUPRINS

A. TESTE IN LABORATOR

1. Testarea eficacitiitii la vulpile rosii (Vulpes vulpes)

2. Testarea eficacititii la ratoni (Nyctereutes procyonoides)

3. Testarea formarii imunititii la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa
imunizarea cu vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet.

4. Testarea imunititii anuale la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa
imunizarea pe cale orali cu tulpina SAD Bern (LYSVULPEN por. ad us. vet.)

5. Determinarea dozei de protectie de 50 la sutd (PDs¢) in timpul administririi pe cale orali
a tulpinii SAD Bern la vulpile rosii (Vulpes vulpes)

6. Testarea inceperii vaccinirii impotriva rabiei la vulpile rosii
(Vulpes vulpes) — testarea impactului anticorpilor colostrali la crearea imunititii impotriva
rabiei

B. TESTE PE TEREN
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A. TESTE IN LABORATOR

1. Testarea eficacitiitii la vulpile rosii (Vulpes vulpes)

Testul a fost efectuat in conformitate cu metodologia stipulata in cadrul Farmacopeei Cehe 97, la
pagina 3331 ,Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem — vaccinul antirabic oral viu pentru vulpi”.

Rezumat

Pentru testare s-a utilizat un numar total de patruzeci si cinci de vulpi rosii (Vulpes vulpes). Treizeci si
cinci de vulpi au fost vaccinate cu vaccinul antirabic pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor,
cunoscut sub numele comercial de LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine virusul viu de vaccinare
SAD Bern. Imunizarea a fost realizatd pe vulpile rosii tinute separat, prin intermediul consumarii
naturale a unei momeli de vaccinare. Blisterele din aluminiu/material plastic mestecate sau sparte in
totalitate, care contineau virusul, au fost verificate pentru a dovedi consumul. Zece vulpi rosii nu au
fost imunizate si au fost utilizate ca animale martor, nevaccinate. Au fost recoltate probe de sange de
la toate animalele testate, la intervale regulate de cate o luna de zile, timp de 6 luni de zile dupa
imunizare, pentru a verifica titrul anticorpilor antirabici, prin determinarea numdrului de unitati
internationale (IU) prezente in ser. In timpul efectudrii testelor, vulpea nr. L73 a decedat ca urmare a
unei boli gastrointestinale, la trei luni dupa imunizare (rabic negativ). in plus, vulpea nr. L85 a fost
exclusa din procedura de testare in luna a doua de dupa imunizare, datoritd unei timiditéti extreme si a
automutilarii. La sase luni de la imunizare, toate vulpile testate (adica treizeci si trei de vulpi vaccinate
si zece vulpi nevaccinate) au fost verificate cu virusul de rabie de strada prelevat de la o vulpe rosie
(Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, cu o cantitate totald de 10,000 MICLDs,
pentru fiecare animal. Doza de 0,5 ml a fost aplicatd pe fiecare muschi maseter al animalului. Vulpile
au fost monitorizate timp de 90 de zile dupa infectare. Rezultatele serologice au confirmat faptul ca
imunitatea de protectic a fost generata in totalitate la o lund dupd imunizare si cd s-a mentinut un nivel
suficient de protectie pe durata intregului interval de testare, adicad timp de sase luni dupad imunizare.
Numai vulpile nr. L66 si L81 nu au raspuns din punct de vedere imunologic prin formarea de anticorpi
antirabici post-vaccinare.

Testul de verificare a demonstrat o imunitate de protectie bund a vaccinului, in condifiile in care
treizeci si una de vulpi imunizate au supravietuit infectérii de verificare (adicd 94 la sutd) si doar doud
vulpi (adica 6 la suta) au decedat de rabie. Acestea au fost vulpile L66 si L81, care nu au dispus de
titrul de protectic de anticorpi antirabici, asa cum a rezultat din examinarea serologica. Toate
animalele testate, atit cele decedate, cat si animalele care au fost eutanasiate fard suferintd imediat
dupa Incheierea perioadei de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a virusului de
rabie, In baza metodei de imunofluorescentd directa si in baza unui test biologic. Prezenta rabiei nu a
fost demonstraté la animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstrata la toate cele zece
vulpi martor, care au decedat.

Rezultate eficacitdtii atinse in timpul testdrii vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. la vulpi
indeplineste toate criteriile de verificare definite de citre Farmacopeca Ceha 97 pentru acest tip de
testare.

Dizertatie

Testarea eficacitdtii vaccinului antirabic pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor, efectuata pe specia
tintd prin intermediul administrarii naturale a vaccinului comercial si evaluarea eficacititii prin
intermediul examindrii serologice si a testului de supunere la actiunea virusului, reprezintd cel mai
obiectiv test de eficacitate a vaccinului testat. Criteriile de evaluare de bazd sunt considerate a fi
raspunsul serologic conform la nivelul anticorpilor antirabici specifici care depidsesc 0.5 IU, si
supravietuirea a cel putin 92 la sutéd din animalele vaccinate in cadrul testérii, in conditiile in care 90 la
sutd din animalele martor, nevaccinate, decedeazi. In cadrul experimentului nostru, virusul de rabie
prelevat de la o vulpe provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, a fost utilizat drept virus de
verificare. Vulpea rosie reprezintd vectorul principal al rabiei pe teritoriul Europei. Mostra de vaccin
LYSVULPEN por. ad us. vet. induce un nivel ridicat de imunitate specifica de protectic impotriva
virusului de rabie de stradd, la vulpile imunizate, si are o importanta extraordinard pentru asigurarea
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imunoprofilaxiei impotriva acestei boli. Formarea imunititii de protectic la
vulpile vaccinate este probabil mai ridicatd decat cele 94 de procente pe care le-am demonstrat, in
conditiile in care atat vulpea decedata (nr. L73) cét si vulpea exclusa din procedura de testare (nr. L85)
dispuneau de un titru suficient de anticorpi de protectic si este foarte probabil ca acestea sa fi
supravietuit infectarii de verificare. In acest caz imunitatea de protectic generata dupa imunizare ar fi
fost de aproape 95 la sutd. Rezultatele examinérii serologice (determinare IU) au demonstrat o reactie
foarte bund de imunizare dupa imunizarea cu tulpina de vaccinare SAD Bern. Nivelul minim de
protectie de 0.5 IU, de anticorpi antirabici specifici, a fost dovedit serologic inca de la prima recoltare
de probe de sange, efectuatd la o lund dupa imunizare. In baza nivelului ridicat de anticorpi detectat la
prima prelevare, se poate deduce fard indoiala faptul cd imunitatea de protectic se formeaza mult mai
devreme dupa administrarea vaccinului, Tnainte de trecerea primei luni de zile, atunci cand imunitatea
de protectie a fost demonstrata in baza efectuarii testului.

Cu privire la efectul solicitat al testelor de eficacitate farmacopeica la vulpi, au fost publicate recent
unele rezultate ale testelor obtinute de catre alti autori. Un test de eficacitate a tulpinii de vaccinare
care contine tulpina vie SAD B19 la vulpi a fost descris de ciatre NEUBERT (2001). Rezultate
conforme ale testelor de eficacitate au fost obtinute de asemenea cu virusul SAD B19 (imunitatea de
protectie a fost demonstrata la 92.3 la suté din vulpile rosii vaccinate).

Concluzie

Un test de eficacitate al preparatului LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine tulpina vie de
vaccinare SAD Bem, a fost efectuat pe vulpile rosii, in conformitate cu testul farmacopeic. Rezultatele
obtinute sunt conforme si indeplinesc cerintele impuse de catre Farmacopee cu privire la acest test.
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in testarea eficacititii
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

N Nr. de Caracteristicile animalului
r. curent | . ;
al identificare . . Comentarii
animalului . a . varsta sex stare de sanatate
animalulu
1 L61 3,5 luni 3 buni
2 L62 3,5 luni 3 buni
3 L63 3,5 luni ¢ buni
4 L64 3,5 luni &) buni
5 L65 3,5 luni ¢ buni
6 L66 3,5 luni &) buni
7 L67 3,5 luni ¢ buni
8 L68 3 luni ¢ buni
9 L69 3 luni &) buni
10 L70 3 luni 3 buni
11 L71 3 luni ¢ buni
12 L72 3 luni ¢ buni
. “ cel mai slab individ dintre

13 L73 3 luni J bund animalele tinere
14 L74 3,5 luni 3 buni
15 L75 3,5 luni 3 buni
16 L76 3,5 luni ¢ buni
17 L77 3,5 luni 3 buni
18 L78 3,5 luni ¢ buni
19 L79 3 luni ¢ buni
20 L80 3 luni ¢ buni
21 L81 3 luni 3 buni
22 L82 3 luni ¢ buni
23 L83 3 luni ¢ buni
24 L84 3 luni &) buni
25 L85 3 luni Q bund timiditate, automutilare
26 L86 3,5 luni ¢ buni
27 L87 3,5 luni &) buni
28 L88 3,5 luni &) buni
29 L89 3,5 luni ¢ buni
30 L90 3,5 luni ¢ buni
31 L91 3,5 luni ¢ buni
32 L92 3 luni &) buni
33 L93 3 luni &) buni
34 L94 3 luni ¢ buni
35 L95 3 luni ¢ buni
36 L96 3 luni &) buni
37 L97 3 luni 3 buni
38 L98 3 luni ¢ buni
39 L99 3 luni ¢ buni
40 L100 3,5 luni ¢ buni
41 L101 3,5 luni ¢ buni
42 L102 3,5 luni 3 buni
43 L103 3,5 luni ¢ buni
44 L104 3,5 luni 3 buni
45 L105 3,5 luni ¢ buni
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metodd de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atdt animalele vaccinate, cit si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
cutanasiate sau dupa ce au decedat, dupa expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii
prezentei antigenului de rabie, prin intermediul examindrii imunofluorescente (Dean si Abelseth,
1973) si prin intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de catre Reed si
Muench (1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10""/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o dozid de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — vulpe

d2) Gen sau familie — vulpe rosie (Vulpes vulpes)

d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta intre 3 si 3,5 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
dS) Identificare— un tatuaj pe auricul

d6) Numir de animale — 45

d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost menfinute In tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incintd interioard, cu o zond de odihna pentru vulpi, si o zond exterioara. Incinta
interioara a fost betonaté si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci vulpi.

d8) Hrinirea animalelor — vulpile au fost hrinite cu un amestec granulat complex pentru céini,
produs de un producdtor comercial inregistrat in Republica Ceha, precum si cu resturi de camne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandérilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, In spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané

d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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¢) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de administrare si orele de
administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (1 momeala)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material
plastic au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de administrare — doza de administrare recomandati a vaccinului a fost administrata intr-o
singura transa

Schema de recoltare a singelui — sangele a fost recoltat inainte si la 1, 2, 3, 4, 5 si 6 luni dupd
imunizare

Test de verificare — a fost efectuat la 6 luni dupa imunizare
Animale martor — 10 vulpi rosii nevaccinate

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agriculturd si inginerie — specializarea: veterinard, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brno

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul
calitatii si management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziua de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980

Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali:

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.
Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:
Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 1 Testarea eficacititii la vulpile rosii(Vulpes vulpes)

examinare post
. TU/ml . Dozi Rezultate mortemp
Nr. | Nr. Lot .Zl 0 .Zl verificare | verificare — . Nota
crt. | vulpe aplicare |\ i | 2 tuni | 3 Tuni | 4 Tuni | 5 Tuni | 6 Tuni | Y3 | (MICLDy,) | 1a 90 zile | flUOrescenta ) test
init. directd biologic
1 | L6l | 3406 [16.699) 0 | 255 | 458 | 51,5 524 | 51,8 | 48,5 [22.12.99 10000 |[supravietuire | negativ negativ
2 | L62 | 3406 |16.699]| 0 9.8 31,5 46 462 | 475 | 46,6 [22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
3 | L63 | 3406 |16699) 0 | 31,4 | 612 | 684 | 704 | 614 | 558 [22.12.99 10000 |supravietuire | negativ negativ
4 | Led | 3406 |16.699| O | 21,6 | 46,2 | 524 | 61,6 | 53,8 | 50,2 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
5 | L65| 3406 |16.699] 0 | 294 | 47.8 | 525 57,7 | 36,8 | 31,1 |22.12.99 10 000 |[supravietuire | negativ negativ
6 | L66 | 3406 |16.699| 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 10 000 deces pozitiv pozitiv
7 | L67 | 3406 |16.699| 0 2.9 175 | 294 | 31,4 | 30,2 | 28,7 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
8 | L6S | 3406 [16699| 0 | 31.8 | 66,1 68,7 | 70,7 | 65,8 | 60,4 |22.12.99 10 000 |[supravietuire | negativ negativ
9 | L69 | 3406 | 16699 0 | 30,1 | 458 | 60,2 | 617 | 602 | 573 [22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
10 | L70 | 3406 |16.699] 0 | 26,2 | 385 | 419 | 44,8 | 452 | 448 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
11 | L71 | 3406 |16.699] 0 | 25,4 | 38,1 446 | 472 | 46,7 | 459 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
12 | L72 | 3406 |16.699] 0 | 294 | 444 | 488 | 489 | 469 | 478 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
deces —
13 | L73 | 3406 [16.699] 0 | 23,2 | 352 | 462 - - - 22.12.99 10000 |supravietuire | negativ negativ | rabie
neg.
14 | L74 | 3406 [16.699] 0 7.8 19,6 | 31,7 | 33,1 30,5 30,2 | 22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
15 | L75 | 3406 |16.699] 0 | 29.2 | 39,7 | 455 | 462 | 482 | 44,7 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
16 | L76 | 3406 [16699| 0 | 32,2 | 455 514 | 33,7 | 35,7 | 51,6 |22.12.99 10000 |[supravietuire | negativ negativ
17 | L77 | 3406 |16.699] 0 | 30,6 | 472 | 427 | 562 | 556 | 549 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
18 | L78 | 3406 [16.699] 0 17,7 | 30,3 | 40,3 | 449 | 51,8 | 51,8 [22.12.99 10000 |supravietuire | negativ negativ
19 | L79 | 3406 [16.699] 0 18,9 | 324 | 40,2 | 41,7 | 45,2 | 44,7 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
20 | L80 | 3406 |16.699| 0 | 294 | 39.9 | 46,2 | 472 | 454 | 45,1 |22.12.99 10 000 |[supravietuire | negativ negativ
21 | L81 | 3406 |16.699]| 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 10 000 deces pozitiv pozitiv
22 | L82 | 3406 |16.699]| 0 11,2 | 27,6 | 44,6 | 48,9 | 45,7 | 44,8 |22.12.99 10 000 |[supravietuire | negativ negativ
23 | L83 | 3406 |16.699]| 0 16,8 | 354 | 46,8 | 51,7 | 49,9 | 47,7 |22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
24 | L84 | 3406 |16.699| 0 | 26,7 | 40,2 | 49,9 | 52,2 | 50,1 49.1 [22.12.99 10 000 |supravietuire | negativ negativ
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examinare post
. 1U/ml . Dozid Rezultate mortemp

Nr. | Nr. Z1 Zi . . 5

Lot . 0 . verificare | verificare — 5 Nota
crt. | vulpe aplicare | - Vuni | 2 Tuni | 3 Tuni | 4 Tuni |5 Tuni | 6 Tuni verificare (MICLDs,) | 12 90 zile ﬂuo.rescevn;a fest

init. directa biologic

25 | L85 | 3406 [16.699] 0 | 298 | 448 | - - - — |2212.99| 10000 |supravictuire| negativ | negativ ﬁlirrfgé
26 | L86 | 3406 | 16699 0 34 60,1 | 68,2 | 72,6 | 70,5 | 67,5 [22.12.99| 10000 |supravietuirc| negativ negativ
27 | L87 | 3406 (16699 0 | 22,7 | 372 | 44,6 | 446 | 455 | 449 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
28 | L88 | 3406 (16699 0 | 182 | 334 | 47,1 | 51,8 | 504 | 48,6 [|22.12.99| 10000 |supravietuire| negativ negativ
29 | L89 | 3406 (16699 0 | 24,7 | 386 | 49,1 | 50,2 | 41,9 | 40,1 |22.12.99| 10000 |supravietuirc| negativ negativ
30 | L9O | 3406 |16.699| 0 | 27,2 | 40,2 | 495 | 51,6 | 52,0 | 48,6 [22.1299 | 10000 |supravictuire| negativ negativ
31 | L9l | 3406 |16.699] 0 | 26,8 | 40,8 | 514 | 514 | 50,2 | 49,1 |22.1299| 10000 |supravictuire| negativ negativ
32 | L92 | 3406 |16.699| 0 | 257 | 445 | 49.8 | 499 | 452 | 41,9 [22.1299 | 10000 |supravictuire| negativ negativ
33 | L93 | 3406 |16.699| 0 | 31,2 | 51,7 | 552 | 582 | 554 | 50,2 |22.1299 | 10000 [supravictuire| negativ negativ
34 | L94 | 3406 |16.699] 0 | 26,5 | 46,2 | 51,7 | 52,5 | 50,3 | 48,9 [22.1299| 10000 |supravictuire| negativ negativ
35 | L95 | 3406 |16.699| 0 | 249 | 468 | 51,6 | 522 | 50,8 | 47,3 [22.1299 | 10000 |supravictuire| negativ negativ
36 | L96 | martor 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 10 000 deces pozitiv pozitiv
37 | L97 |martor 0 0 0 0 0 0 0 221299 | 10000 deces pozitiv pozitiv
38 | L98 |martor ) 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
39 | L99 |martor g 0 0 0 0 0 0 0 221299 | 10000 deces pozitiv pozitiv
40 | L100 | martor g 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
41 |L101 | martor é 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
42 | L102 | martor >§ 0 0 0 0 0 0 0 221299 | 10000 deces pozitiv pozitiv
43 | L103 | martor & 0 0 0 0 0 0 0 221299 | 10000 deces pozitiv pozitiv
44 | L104 | martor 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
45 | L105 | martor 0 0 0 0 0 0 0 221299 | 10000 deces pozitiv pozitiv
titru mediu anticorpi (IU/ml) 0 | 228 | 38,8 | 464 | 48,6 | 502 48
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2. Testarea eficacititii la ratoni (Nyctereutes procyonoides)

Testul a fost efectuat in conformitate cu metodologia stipulatd in cadrul Farmacopeei Cehe 97, la pagina
3331 ,,Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem — vaccinul antirabic oral viu pentru vulpi”.

Rezumat

Pentru testare s-a utilizat un numar total de cincisprezece ratoni (Nyctereutes procyonoides). Zece
ratoni au fost vaccinati cu vaccinul antirabic pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor, cunoscut sub
numele comercial de LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine virusul viu de vaccinare SAD Bern.
Imunizarea a fost realizatd pe ratonii tinuti separat, prin intermediul consumarii naturale a unei momeli
de vaccinare. Blisterele din aluminiu/material plastic mestecate sau sparte in totalitate, care contineau
virusul, au fost verificate pentru a dovedi consumul. Cinci ratoni nu au fost imunizati si au fost utilizati
ca animale martor, nevaccinate. Au fost colectate probe de singe de la toti ratonii testati, la intervale
regulate de cate o lund de zile, timp de 6 luni de zile dupa imunizare, pentru a verifica titrul anticorpilor
antirabici, prin determinarea numarului de unitati internationale (IU) prezente 1n ser. La sase luni de la
imunizare, toti ratonii testati (adicd zece ratoni vaccinati si cinci ratoni nevaccinati) au fost supusi
virusului de rabie de stradd prelevat de la o vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul
Republicii Cehe, cu o cantitate totald de 10,000 MICLDs, pentru fiecare animal. Doza de 0,5 ml a fost
aplicata pe fiecare muschi maseter al animalului. Ratonii au fost monitorizati timp de 90 de zile dupa
infectare. Rezultatele serologice au confirmat faptul ca imunitatea de protectic a fost generatd in
totalitate la o lund dupd imunizare si ca s-a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata Intregului
interval de testare, adica timp de sase luni dupd imunizare.

Testul de verificare a demonstrat o imunitate bund de protectic a vaccinului, in conditiile in care zece
ratoni imunizati au supravietuit infectdrii de verificare (adica 100 la sutd). Toate animalele testate, atat
cele decedate, cat si animalele care au fost eutanasiate fard suferintd imediat dupd incheierea perioadei
de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a virusului de rabie, in baza metodei de
imunofluorescentd directd si In baza unui test biologic. Prezenta rabiei nu a fost demonstratd la
animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstrata la toti cei cinci ratoni martori, care au
decedat.

Rezultate eficacitatii atinse in timpul testdrii vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. la clinii enot
indeplineste toate criteriile de verificare definite de citre Farmacopeea Cehd 97 pentru acest tip de
testare.

Dizertatie

Testarea eficacitatii vaccinului antirabic pentru imunizarea pe cale orala a vulpilor, efectuatd pe specia
tintd prin intermediul administrdrii naturale a vaccinului comercial si evaluarea eficacitatii prin
intermediul examindrii serologice si a testului de supunere la actiunea virusului, reprezintd cel mai
obiectiv test de eficacitate a vaccinului testat. Criteriile de evaluare de baza sunt considerate a fi
raspunsul serologic conform la nivelul anticorpilor antirabici specifici care depasesc 0.5 IU, si
supravietuirea a cel putin 92 la sutd din animalele vaccinate 1n cadrul testérii, in conditiile in care 90 la
sutd din animalele martor, nevaccinate, decedeazi. In cadrul experimentului nostru, virusul de rabie
prelevat de la o vulpe provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, a fost utilizat drept virus de verificare.
Vulpea rosie reprezintd vectorul principal al rabiei pe teritoriul Europei. Mostra de vaccin
LYSVULPEN por. ad us. vet. induce un nivel ridicat de imunitate specificd de protectie impotriva
virusului de rabie de strada, la cdinii enot imunizati, si are o importantd extraordinara pentru asigurarea
imunoprofilaxiei impotriva acestei boli. Rezultatele examindrii serologice (determinare IU) au
demonstrat o reactie foarte bunad de imunizare dupd imunizarea cu tulpina de vaccinare SAD Bern.
Nivelul minim de protectie de 0.5 IU, de anticorpi antirabici specifici, a fost dovedit serologic incé de la
prima recoltare de probe de singe, efectuatid la o lund dupa imunizare. In baza nivelului ridicat de
anticorpi detectat la prima prelevare, se poate deduce fard indoiala faptul cd imunitatea de protectie se
formeazd mult mai devreme dupéd consumarea momelii, inainte de trecerea primei luni de zile, atunci
cand imunitatea de protectic a fost demonstrata in baza efectuérii testului.

Concluzie

Un test de eficacitate al preparatului LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine tulpina vie de
vaccinare SAD Bern, a fost efectuat pe ratoni, in conformitate cu testul farmacopeic. Rezultatele
obtinute sunt conforme si indeplinesc cerintele impuse de catre Farmacopee cu privire la acest test.
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in testarea eficacitatii

(categorie — raton — Nyctereutes procyonoides)

Nr. curent | . Nr.. de Caracteristicile animalului

al identificare - B Comentari
animalului o a . varsta seX stare de sanatate

animalului

1 M31 3,5 luni 3 buni

2 M32 3.5 luni Q buni

3 M33 3,5 luni 3 buni

4 M34 3,5 luni 3 buni

5 M35 3,5 luni 3 buni

6 M36 3.5 luni Q buni

7 M37 4 luni ? buni

8 M38 4 luni ¢ buni

9 M39 4 luni ) buna

10 M40 4 luni ¢ buni

1 M4l 3 luni ? buna

12 M42 3 luni d buna

13 M43 3 luni d buna

14 M4 3 luni ? buna

15 M45 3 luni ? buna
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metoda de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor ratonilor care au fost inclusi in testul de verificare
(atat animalele vaccinate, cat si cele martor) a fost verificat dupd ce animalele au fost eutanasiate sau
dupd ce au decedat, dupd expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii prezentei
antigenului de rabie, prin intermediul examinarii imunofluorescente (Dean si Abelseth, 1973) si prin
intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de catre Reed si Muench
(1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10""/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o doza de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — raton

d2) Gen sau familie — raton (Nyctereutes procyonoides)

d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta intre 3 si 4 luni

d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

dS) Identificare— un tatuaj pe auricul

d6) Numir de animale — 15

d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - ratonii au fost mentinufi in tarcuri de cate 5
animale per tarc. Ratonii de acelasi sex au fost plasati intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit intr-o incintd interioard, cu o zond de odihnd pentru animale, si o zona exterioard. Incinta
interioard a fost betonata si zona exterioard a fost prevazutd cu pat de nisip. Suprafata totala (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacentd) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci ratoni.

d8) Hrinirea animalelor — ratonii au fost hraniti cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producator comercial inregistrat in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne fierte
si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost determinate in
baza recomandarilor producétorului, in functie de greutatea animalelor. Ratonii au fost hraniti o data
pe zi, in speta la ora 2.00 p.m. Apa potabild a fost la dispozitia animalelor ad libitum.

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., [Ivanovice na Hané

d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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e) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de administrare si orele de
administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (1 momeala)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material plastic
au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de administrare — doza de administrare recomandatd a vaccinului a fost administratd intr-o
singura transa

Schema de recoltare a singelui — sangele a fost recoltat Tnainte si la 1, 2, 3, 4, 5 si 6 luni dupa
imunizare

Test de verificare — a fost efectuat la 6 luni dupa imunizare
Animale martor — cinci ratoni nevaccinati

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agricultura si inginerie — specializarea: veterinara, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brno

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul calitétii
sl management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziva de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980

Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali:

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.
Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:
Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 2 Testarea eficacititii la ratoni (Nyctereutes procyonoides)

. 1U/ml . Dozi Rezultate examinare post mortem
Nr. | Nr. Zi 0 Zi . . 5 <
Lot . . . . . . . . verificare | verificare — | fluorescentd test Nota
crt. | raton aplicare m-i t Iluni | 21uni | 31uni | 4 luni | 51luni | 6 luni | verificare (MICLDsy) | 1a 90 zile directs biologic
1 |M31| 3406 |28.7.99] 0 10,2 | 21,0 | 23,5 | 250 | 26,2 | 24,7 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
2 |M32| 3406 |28.799] 0 14,1 19,1 | 20,8 | 23,6 | 257 | 23,9 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
3 |M33| 3406 |28.7.99] 0 12,2 | 232 | 23,6 | 249 | 253 | 24,7 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
4 |M34| 3406 |28799] 0 14,1 | 214 | 23,1 | 246 | 26,1 | 25,0 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
5 |M35| 3406 |28.799] 0 9,8 209 | 225 | 239 | 254 | 24,1 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
6 |M36| 3406 |28.7.99] 0 10,9 | 214 | 23,0 | 258 | 26,1 | 24,7 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
7 |M37| 3406 |28.7.99] 0 12,1 18,9 | 21,5 | 23,77 | 249 | 23,5 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
8 | M38| 3406 (28799 0 11,3 | 226 | 23,3 | 252 | 26,1 | 242 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
9 |M39| 3406 |28.799] 0 12,8 | 20,8 | 22,7 | 246 | 259 | 242 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
10 | M40 | 3406 (28799 0 12,6 | 21,5 | 21,9 | 238 | 24,7 | 23,5 | 11.2.00 10 000 |supravietuire| negativ negativ
11 | M41 | martor o 0 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv
12 | M42 | martor . § 0 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv
13 | M43 | martor | 5 ‘2 0 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv
14 | M44 | martor _g 0 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv
15 | M45 | martor © 0 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv
Titru mediu anticorpi (IU/ml) | O | 12,01 | 21,08 | 22,59 | 24,51 | 25,64 | 24,25
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3. Testarea formirii imunititii la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupi imunizarea cu vaccinul
LYSVULPEN por. ad us. vet.

Rezumat

Pentru testare s-a utilizat un numar total de doudzeci si cinci de vulpi rosii (Vulpes vulpes) tinere, cu
varsta intre 3,5 si 4 luni. Vulpile au fost impartite in cinci grupe de testare de cate cinci animale.
Inainte de inceperea testului s-a recoltat singe de la toate vulpile pentru a determina titrul initial de
anticorpi antirabici. in continuare vulpile din toate grupele de testare au fost imunizate cu vaccinul
LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine virusul viu atenuat de rabie de vaccinare din tulpina SAD
Bem. Ulterior vulpile din grupele individuale de testare au fost infectate cu virusul de rabie de strada,
prelevat de la o vulpe rosie provenind de pe teritoriul Republicii Cehe. Infectirile au fost realizate la 7,
14, 21, 28 si 35 dupd imunizare. Doza de infectare pentru un individ a fost de 10,000 MICLDs,,
impartitd in 0,5 ml aplicati in ambii muschi maseter ai animalului. Pand la momentul infectérii, s-a
recoltat singe de la toate animalele imunizate, pentru a examina titrul de anticorpi antirabici, prin
determinarea numarului de unitati internationale (IU) prezent in ser. Vulpile au fost monitorizate pe o
perioada de 90 de zile dupa infectare.

Rezultatele serologice au confirmat faptul cd imunitatea de protectie s-a format in totalitate la 21 de
zile de la imunizare.

Testul de verificare a demonstrat faptul ca imunitatea de protectie s-a format in totalitate la 21 de zile
de la imunizare.

Rezultatele testului au demonstrat faptul cd imunitatea de protectic la animalele tintd — vulpi rosii
(Vulpes vulpes) — se formeazd in totalitate la 21 de zile de la imunizarea cu vaccinul LYSVULPEN
por. ad us. vet.

Dizertatie

Testarea formarii imunitatii de protectie dupa aplicarea unui preparat imunobiologic reprezinta unul
din parametri calitativi de bazd care se testeaza cu scopul de a dezvolta un preparat nou. Familiarizarea
cu momentul in care animalul imunizat este protejat in totalitate impotriva infectirii pe teren este de o
importantd practicd considerabild pentru determinarea strategiei de vaccinare, cu scopul de a crea o
populatie protejatd, cat se poate de mare, In cadrul animalelor tinta.

Este necesar a lua 1n calcul faptul cd formarea imunitatii este afectatd de mai multi factori. Factorul
principal este titrul de virus al vaccinului. Cu cat mai repede animalele tintad consumd momeala cu
virusul de vaccinare (cu cel mai ridicat titru de virus de vaccinare) dupa distribuirea sa, cu atat mai
repede se formeaza reactia anticorpilor in faza post-vaccinare si cu atit mai solizi sunt acestia.
Urmdtorul factor este temperatura exterioard. La temperaturi care depdsesc 30 °C, eficacitatea
vaccinului scade rapid. In timpul iernii, la o temperaturd de 0 °C si mai scizuti, virusul de vaccinare
din momeala ingheatd. Astfel, dupa ce momeala este consumatéd de citre animalele tintd si blisterul
este spart, virusul de vaccinare nu este in stare sa curgd inspre exterior si nu stimuleazd zonele de
imunitate din cavitatea orald si din nasopharynx, ci este Inghitit impreund cu momeala si se
dezactiveaza pe tractul de alimentare, fira a fi indus formarea de anticorpi specifici de neutralizare a
virusului si formarea imunitétii de protectie. Formarea imunitétii si formarea conditiilor de protectie
impotriva infectarii in teren cu virusul de rabie sunt afectate de asemenea de cétre speciile tintd in sine.
Starea de sédndtate a animalelor Tn mod special are un impact asupra formarii unei reactii ferme de
imunizare, dupd consumarca momelii. Stirile indivizilor fard capacitate de imunizare, care nu
formeaza anticorpi specifici, In conditii de intretinere a tuturor conditiilor necesare pentru formarea
unei stari de imunitate, nu sunt neobisnuite.

Concluzie

Dupa administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. care contine virusul viu atenuat de rabie
de vaccinare din tulpina SAD Bem, imunitatea de protectie impotriva infectarii cu rabie se formeaza la
vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa 21 de zile.
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in testarea verificarii formarii imunititii dupa

imunizarea impotriva rabiei

(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

Nr. curent |- Nr.. de Caracteristicile animalului
al identificare o o Comentarii
animalului - a . varsta seX stare de sandtate
animalului
1 N1 3,5 luni Q buna diaree
2 N2 3,5 luni Q buna
3 N3 3,5 luni Q buna
4 N4 3,5 luni 3 buna
5 N5 3,5 luni 3 buna
6 N6 3,5 luni 3 buna
7 N7 4 Tuni ¢ buni
8 N8 4 Tuni ¢ buni
9 N9 4 luni 3 buni coada roasa
10 N10 3,5 luni Q buna
11 N1l 3,5 luni Q buna
12 N12 3,5 luni 3 buna
13 N13 3,5 luni Q buna
14 N14 3,5 luni Q buna
15 N15 3,5 luni Q buna
16 N16 4 Tuni 3 buna
17 N17 4 Tuni 3 buna
18 N18 4 Tuni 3 buna
19 N19 4 Tuni Q buna
20 N20 4 luni a4 buni canin eliminat
21 N21 3,5 luni 3 buna
22 N22 3,5 luni Q buna
23 N23 3,5 luni 3 buna
24 N24 3,5 luni 3 buna
25 N25 3,5 luni Q buna
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metodd de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atdt animalele vaccinate, cit si cele martor) a fost verificat dupd ce animalele au fost
cutanasiate sau dupa ce au decedat, dupa expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii
prezentei antigenului de rabie, prin intermediul examinarii imunofluorescente (Dean si Abelseth,
1973) si prin intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de citre Reed si
Muench (1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 23 05, titru al virusului TCIDs, = 10™*/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o doza de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — vulpe
d2) Gen sau familie — vulpe rosie (Vulpes vulpes)
d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta intre 3,5 si 4 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
dS) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numir de animale — 25
d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost menfinute In tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incintd interioard, cu o zond de odihnd pentru vulpi, si o zond exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacentd) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hrinirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producdtor comercial inregistrat in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost
determinate n baza recomandérilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, n spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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¢) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de administrare si orele de
administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (1 momeala)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material
plastic au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de aplicare — vaccinul a fost aplicat in doza de aplicare recomandata, la animale cu varsta
intre 3,5 si 4 luni, intr-o singurd transa

Schema de recoltare a singelui — sdngele a fost colectat inainte de inceperea testului si apoi gradual,
in cadrul grupelor individuale de testare, pand in a 35z dupd imunizare

Test de verificare — a fost efectuat la 7, 14, 21, 28 si 35 dupa imunizare
Animale martor — nu au fost utilizate animale martor, nevaccinate

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agriculturd si inginerie — specializarea: veterinard, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brno

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul
calitatii si management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziva de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980

Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali:

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.
Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:
Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 3 Testarea formarii imunitatii la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa imunizarea cu vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet.

Nr.
curent
vulpe

Nr.
grupa

1

2

10

13

Nr.

vulpe

N1

N2

N3

N4

NS

N6

N7

N8

N9

N10

N11

N12

N13

LYSVULPEN por. ad us. vet

0 7

Sinit.  zile
0 01
0 0
0 015
0 01
0 01
0 0
0 0
0 015
0 02
0 0,1
0 0
0 0
0 015

14 21
zile  zile
0,35 -
0,30 -
0,55 -
0,65 -
0,55 -
0,35 4.8
0,45 5,5
0,7 8,5
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28
zile

Recoltare sange si determinare 1U/ ml

35
zile

Verificare

7 zile dupd
imunizare
7 zile dupa
imunizare
7 zile dupd
imunizare
7 zile dupa
imunizare
7 zile dupd
imunizare
14 zile dupa
imunizare
14 zile dupa
imunizare
14 zile dupa
imunizare
14 zile dupa
imunizare
14 zile dupa
imunizare
21 zile dupa
imunizare
21 zile dupa
imunizare
21 zile dupa
imunizare

Doza verificare
(MICLD)

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

10 000

Rezultate
verificare
90 zile
deces
deces
deces
deces
deces
deces
deces
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire

supravietuire

Examinare post

mortem
fluorescenta test
directd biologic
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
pozitiv pozitiv
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
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Nr. ) curent Nr.

grupa vulpe vulpe
14 N14

15 N15

16 N16

17 N17

4 18 N18
19 N19

20 N20

21 N21

22 N22

5 23 N23
24 N24

25 N25

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

Recoltare sange si determinare 1U/ ml

0
- init.
0

0

7
zile

01
01
01

0,15

01

0,15

01

01

- ziua realizarii infectarii

LYSVULPEN por. ad us. vet

14 21
zile  zile
0,55 7,8
0,50 75
0,5 6,5
0,65 8,5
0,35 8,0
0,30 7,7
0,45 8,5
0,7 11,4
0,25 7,5
0,35 9,4
0,55 6,6
0,50 7,2
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28
zile

22,1
119
17,4
19,9
18,3
21,8
23,2
19,5
135

16,7

35
zile

259
27,2
23,1
19,3

24,8

Verificare

21 zile dupa
imunizare
21 zile dupa
imunizare
28 zile dupa
imunizare
28 zile dupa
imunizare
28 zile dupa
imunizare
28 zile dupa
imunizare
28 zile dupa
imunizare
35 zile dupa
imunizare
35 zile dupa
imunizare
35 zile dupa
imunizare
35 zile dupa
imunizare
35 zile dupa
imunizare

Doza verificare
(MICLD)

10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000
10 000

10 000

Rezultate
verificare
90 zile
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire
supravietuire

supravietuire

Examinare post

mortem
fluorescenta test
directa biologic
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
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4. Testarea imunititii anuale la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupi imunizarea
pe cale orali cu tulpina SAD Bern (LYSVULPEN por. ad us. vet.)

Rezumat

Pentru testare au fost utilizate doudzeci de vulpi rosii (Vulpes vulpes). Cincisprezece vulpi rosii au fost
vaccinate cu vaccinul antirabic pentru imunizarea pe cale orala a vulpilor, cunoscut sub numele
comercial de LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine virusul viu de vaccinare SAD Bem.
Imunizarea a fost realizatd pe vulpile rosii tinute separat, prin intermediul consumarii naturale a unei
momeli de vaccinare. Blisterele din aluminiu/material plastic mestecate sau sparte in totalitate, care
contineau virusul, au fost verificate pentru a dovedi consumul. Cinci vulpi rosii nu au fost imunizate si
au fost utilizate ca animale martor, nevaccinate. Au fost recoltate probe de sange de la toate animalele
testate, la intervale regulate de cate o luna de zile, timp de 12 luni de zile dupa imunizare, pentru a
verifica titrul anticorpilor antirabici, prin determinarea numdarului de unitifi internationale (IU)
prezente in ser. La doudsprezece luni de la imunizare, toate vulpile testate (adica cincisprezece vulpi
vaccinate si cinci vulpi nevaccinate) au fost supuse virusului de rabie de strada prelevat de la o vulpe
rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, anume cu o cantitate totala de 10,000
MICLDs, pentru fiecare animal. Doza de 0,5 ml a fost aplicatd pe fiecare muschi maseter al
animalului. Vulpile au fost monitorizate timp de 90 de zile dupa infectare. Rezultatele serologice au
confirmat faptul cd imunitatea de protectie a fost generata in totalitate la o luna dupa imunizare si cd s-
a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata intregului interval de testare, adicd timp de
douasprezece luni dupd imunizare. Numai vulpea nr. L115 nu a rdspuns din punct de vedere
imunologic prin formarea de anticorpi antirabici post-vaccinare.

Testul de verificare a demonstrat o imunitate de protectie bund a vaccinului, in condifiile in care
paisprezece vulpi imunizate au supravietuit infectdrii de verificare (adicd 93,4 la sutd) si doar o vulpe
(adica 6,6 la suta) a decedat de rabie. Accasta a fost vulpea nr. L1135, care nu a dispus de titrul de
protectie de anticorpi antirabici, asa cum a rezultat din examinarea serologica. Toate animalele testate,
atat cele decedate, cat si animalele care au fost eutanasiate fard suferintd imediat dupd incheierea
perioadei de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a virusului de rabie, in baza
metodei de imunofluorescentd directd si in baza unui test biologic. Prezenta rabiei nu a fost
demonstratd la animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstrata la toate cele cinci
vulpi martor, nevaccinate, care au decedat.

Rezultatele obtinute au demonstrat faptul ca vaccinul ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” induce o
imunitate de protectiec de minim un an la vulpile rosii (Vulpes vulpes).
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in testarea imunititii anuale
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

Nr. curent | Nr.. de Caracteristicile animalului
al identificare e L. Comentarii
animalului - a . varsta sex stare de sandtate
animalului
1 L106 4 Tuni 3 bund
2 L107 4 Tuni ¢ bund
3 L108 4 Tuni 3 bund
4 L109 4 Tuni ¢ bund
5 L110 4.5 luni 3 bund
6 L111 4.5 luni ¢ bund
7 L112 4.5 luni ¢ bund
8 L113 4.5 luni ¢ bund
9 L114 4.5 luni 3 bund
10 L115 4.5 luni 3 bund
11 L116 4.5 luni ¢ bund
12 L117 5 luni 3 bund
13 L118 5 luni 3 bund
14 L119 5 luni ¢ bund
15 L120 5 luni ¢ bund
16 L121 4 Tuni ¢ bund
17 L122 4 Tuni ¢ bund
18 L123 4 Tuni 3 bund
19 L124 4 Tuni 3 bund
20 L125 4 Tuni ¢ bund
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metodd de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atdt animalele vaccinate, cit si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
cutanasiate sau dupa ce au decedat, dupa expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii
prezentei antigenului de rabie, prin intermediul examindrii imunofluorescente (Dean si Abelseth,
1973) si prin intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de catre Reed si
Muench (1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10""/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o dozid de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — vulpe
d2) Gen sau familie — vulpe rosie (Vulpes vulpes)
d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta intre 4 si 5 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
dS) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numir de animale — 20
d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost menfinute In tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incintd interioard, cu o zond de odihna pentru vulpi, si o zond exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacentd) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hrinirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producdtor comercial inregistrat in Republica Ceha, precum si cu resturi de camne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost
determinate n baza recomandérilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, n spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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e) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (1 momeala)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material
plastic au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de administrare — doza de administrare recomandati a vaccinului a fost administratd intr-o
singura transa

Schema de recoltare a sangelui — sangele a fost recoltat nainte sila 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11 si
12 luni dupd imunizare

Test de verificare — a fost efectuat la 12 luni dupa imunizare

Animale martor — 5 vulpi rosii nevaccinate

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agriculturd si inginerie — specializarea: veterinard, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brmo

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul
calitatii si management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziua de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali;

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:

Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 4 Testarea imunititii anuale la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupi imunizarea pe cale orali cu tulpina SAD Bern
(LYSVULPEN por. ad us. vet.)

Ne | Nr 7 1U/ml Verificare Examinare post mortem
crt. | vulpe Lot aplicare | . 0 Tluni | 2luni | 3luni | 4 luni | Sluni | 6 luni 7 . 8 . 9 . 10. 1 . 12. 71 | dozd rezulta_te - ﬂuo_resceingé . test . Notd
inif. luni luni luni luni luni luni 90 zile directd biologic
1 |L106 0 24.5 448 512 52,6 514 48,1 454 385 385 314 30,5 30,1 supravietuire [ negativ negativ
2 | L107 0 21,2 334 38,7 385 36,2 30,1 28,5 28,0 27.5 27.5 27.1 26,9 supravietuire [ negativ negativ
3 |L108 0 26,2 45,0 48.9 493 441 439 41,2 395 39,7 35,0 299 28.8 supravietuire [ negativ negativ
4 [L109 0 19,1 293 313 358 332 30,0 29.1 28,7 252 25,0 22,6 21,9 supravietuire [ negativ negativ
5 |L110 0 17.5 204 27.8 30,2 299 26,2 26,1 24.8 22,7 21,1 20,3 18,8 supravietuire [ negativ negativ
6 |LI111 0 21,5 26,3 382 388 374 35,1 30,3 29,7 29.0 28,5 253 24.4 g | supravietuire| negativ negativ
7 |L112 ° 2 0 15,6 214 25,5 28,1 274 26,9 243 24.0 21,7 20,2 19,1 18,5 S g supravietuire [ negativ negativ
8 |L113 ; 10 0 254 41,5 52,6 52,9 514 46,7 443 375 36,4 30,7 293 27.9 : E supravietuire [ negativ negativ
9 |L114 - 0 10,1 16,2 214 22,7 21,9 20,7 19,5 18.4 17.0 15,9 14,8 12,7 | = | & |supravietuire| negativ negativ
10 | L115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 = deces pozitiv pozitiv
11 |L116 0 16,6 21,3 254 284 27.5 251 24.8 235 235 20,7 19,1 18,5 supravietuire [ negativ negativ
12 | L117 0 25,0 40,3 40,8 41,5 404 40,0 388 35,6 35,0 35,0 29.6 28,5 supravietuire [ negativ negativ
13 |L118 0 112 12,8 16,3 17.0 16,5 15,3 14,5 14,5 13,1 122 11,9 11,5 supravietuire [ negativ negativ
14 | L119 0 15,3 214 28,6 299 284 28,0 28,0 25,7 232 21,1 19,9 17.6 supravietuire [ negativ negativ
15 | L120 0 9.3 12,8 16,1 16,9 16,0 15,8 152 15,0 13,9 13,1 11,3 10,2 supravietuire [ negativ negativ
16 | L121 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 deces pozitiv pozitiv
17 |L122 | % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 = 2 deces pozitiv pozitiv
<] = 2 S84 . .
18 [L123 é EE|O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o = 5 deces pozitiv pozitiv
19 | L124 —§ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -\ E deces pozitiv pozitiv
20 | L125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 deces pozitiv pozitiv
(T%r/“m%edm anticorpt 0 | 1723|2579 | 30,85 | 32,17 | 30,78 | 28,79 | 2733 | 25,56 | 24.43 | 22,49 | 20,71 | 19,75
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Dizertatie

Rezultatele testarii de imunitate anuald efectuate pe un grup mai extins de animale prezentate in
aceastd sectiune a documentatiei de Inregistrare a confirmat rezultatele conforme ale acestor probleme
de specialitate, fiind obtinute pe parcursul testdrii vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet., care
contine tulpina vie atenuata SAD Bemn (VRZAL, V. si partenerii 1993; VRZAL, V., MATOUCH, O.
1996). S-a confirmat in mod repetat faptul ca, dupd administrarea pe cale orala a vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet., se genereaza anticorpi antirabici specifici si se formeazad o imunitate de
protectie pe termen lung la animalele imunizate, impotriva virusului de rabie. In baza rezultatelor
obtinute, este evident faptul ca la sfarsitul perioadei de testare, adica la un an dupd imunizare, toate
animalele imunizate, cu exceptia vulpii nr. 115, au avut un titru suficient de anticorpi si cd durata de
imunitate este probabil mult mai mare de un an, asa cum s-a verificat pe cale experimentald in cadrul
acestui proiect. In practic, in cazul in care campaniile de vaccinare se realizeaza periodic, de doud ori
pe an (campanii de vaccinare primdvara si toamna), se dovedeste faptul ca este suficientd verificarea
unei imunitéti de cel putin un an dupd administrarea preparatului LYSVULPEN por. ad us. vet.. Este
foarte probabil faptul ci majoritatea absoluta a animalelor tintd consuma momeala de imunizare cel
putin o datd pe an si ca sunt protejate Tmpotriva rabiei in acest interval de timp. Astfel, un procentaj
ridicat de animale tintd, care sunt imune la rabie, isi fac aparitia in zona tratatd, ceca ce duce la
extinctia infectiei in teritoriul respectiv.

Concluzie
S-a testat pe speciile tintd — vulpea rosie (Vulpes vulpes) — faptul ca, dupd administrarea pe cale orald
a unei momeli de vaccinare cu vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine tulpina vie

atenuatd de vaccinare cu rabie SAD Bem, se formeaza cel o imunitate de protectiec impotriva rabiei de
cel putin un an.
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5. Determinarea dozei de protectie de 50 la sutd (PDs,) in timpul
administririi pe cale orala a tulpinii SAD Bern la vulpile rosii (Vulpes vulpes)

Rezumat

Pentru testare au fost utilizate douazeci de vulpi rosii (Vulpes vulpes), cu varsta intre 3 si 4 luni. Puii
de vulpe au fost Impartiti In cinci grupe de cate patru pui. Primei grupe i-a fost administratd pe cale
naturald si individuald momeala de vaccinare, care continea virusul SAD Bem, intr-o cantitate de
1,8 x 10™ TCIDs,, celei de-a doua grupe i-a fost administrati o cantitate de 1,8 x 10°” TCIDs,, celei
de-a treia grupe 1,8 x 10°° TCIDs,, celei de-a patra grupe 1,8 x 10™° TCIDs, si grupa a cincea a fost
utilizatd drept grupd martor. Au fost recoltate probe de sange de la toate vulpile testate, Tnainte de
imunizare si la intervale regulate de cate o lund de zile, timp de 6 luni de zile dupd imunizare, pentru a
verifica titrul anticorpilor antirabici, prin determinarea numarului de unitdfi internationale (IU)
prezente in ser. La sase luni de la imunizare, toate vulpile testate (adicd saisprezece vulpi vaccinate cu
mostre cu titru diferit de virus si patru vulpi martor, nevaccinate) au fost supuse virusului de rabie de
stradad prelevat de la o vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, cu o
cantitate totald de 10,000 MICLDs, pentru fiecare animal. Doza de 0,5 ml a fost aplicatd pe fiecare
muschi maseter al animalului. Vulpile au fost monitorizate timp de 90 de zile dupa infectare.

Rezultatele serologice au confirmat faptul cd imunitatea de protectic a fost generata in totalitate la o
luna dupa imunizare si cd s-a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata Intregului interval de
testare, adica timp de sase luni dupd imunizare. Doar vulpile nr. L12 si L14 din grupa care a fost
imunizati cu o doza de 1,8 x 10*” TCIDs, nu au rispuns din punct de vedere imunologic prin formarea
de anticorpi antirabici post-vaccinare.

Testul de verificare a demonstrat o imunitate buna de protectie la toate vulpile care au fost imunizate
cu mostre de virus diferite, de titruri diferite. Doar vulpile nr. L12 si L14 din grupa care a fost
imunizatd cu doza de 1.8 x 10*° TCIDs, au decedat de rabie. Toate cele patru vulpi martor,
nevaccinate, au decedat de asemenea de rabie.

Toate animalele testate, atat cele decedate, cat si animalele care au fost eutanasiate fird suferinta
imediat dupa incheierea perioadei de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a
virusului de rabie, in baza metodei de imunofluorescenta directa si in baza testului biologic. Rabia nu a
fost demonstratd la animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstratd la toate animalele
decedate.

In baza acestui test si a calculelor, s-a demonstrat faptul c¢a PDs, al virusului SAD Bemn pentru vulpile
rosii (Vulpes vulpes) este de 1,8 x 10*° TCIDs,,.

Dizertatie

Determinarea dozei de protectie de 50 la suta (PDs,) reprezintd o datd de baza si foarte importantd cu
privire la administrarea practica a preparatului, adica in special la determinarea optima a unei doze de
imunizare pentru un animal.

Se stipuleazi faptul ci (BAER, 1975) toate vulpile care ating un minim de 10*° TCIDs, din tulpina
SAD dupa imunizarea pe cale orald, sunt in stare s formeze anticorpi de neutralizare. Daci o doza de
imunizare contine 10°” TCIDs, de virus din tulpina SAD, toate animalele incep sa formeze anticorpi
de neutralizare care protejeaza respectivul animal impotriva infectarii. Autorii (STECK et al., 1982)
mentioneaza in lucrarea lor o protectie de 50 la suta la vulpile verificate, la administrarea unei doze de
10°° TCIDs, de virus SAD Bermn si o protectie de 78 la suti la vulpile verificate, la administrarea unei
doze de imunizare contindnd 10" TCIDs, de virus SAD Bern. Cu toate acestea, in cadrul acestei
lucrari virusul de rabie SAD Bern a fost utilizat impreuna cu un mediu de stabilizare diferit; blisterele
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. au fost introduse in capete de pui si tipul si doza virusului de verificare sunt
necunoscute. In tulpina SAD P5/88, autorii (SCHUSTER et al., 2001) au obtinut valoarea PDs, 10*
TCIDs.

Rezultatul pe care noi l-am obtinut cu tulpina SAD Bern PDs, = 10*° TCIDs, este comparabil cu datele
mentionate in literatura disponibild cu privire la imunogenitatea tulpinii de rabie SAD. Titrul
determinat al virusului de vaccinare SAD Bern in vaccinul comercial LYSVULPEN por. ad us. vet.,
de 107 pana la 10°° intr-o dozi de imunizare — o momeali de vaccinare, depaseste de 1.000 pana la
10.000 de ori valoare PDs, determinata a acestui virus. Cu toate ca valoarea titrului determinat pare a
fi supraestimat inutil, preparatul astfel realizat are legdturd cu forma specifica de administrare, adica
distribuirea 1n teren deschis. Extinderea crescanda a distributiei din avion nu permite ferirca
corespunzatoare a momelii Tmpotriva incidentei directe a razelor solare si temperatura exterioara
reprezintd unul din factorii principali care au un impact asupra titrului virusului in vaccin. Titrul
virusului trebuie si dispund de o rezerva suficientd pentru a se putea mentine citeva zile dupa
distribuire, la o temperaturd mai ridicatd, si trebuie sd asigure imunogenitatea dupd consumarca
momelii de catre animalele tintd. Aceastd strategie de specialitate a fost adoptatd de alte companii
producitoare de preparate similare (de ex. Fuchsoral, SAD B-19, min. 1.5 x 10°° PFU intr-o dozi;
SANAFOX, SAD IVAI B19, min. 10" PFU in 1 ml /dozi de vaccinare/) (cotatie — informatii oferite
de AISLPV, versiunea 2002 4 — la data de 1 octombrie, 2002).

Concluzie

In baza unui experiment s-a demonstrat faptul cd PDs, al virusului SAD Bern este de 1,8 x 10*°
TCIDs, dupa administrarea pe cale orald la vulpile rosii (Vulpes vulpes). Aceasta valoare este de 1.000
pana la 10.000 de ori mai micd de cat titrul mediu al acestui virus, prezent intr-o doza de vaccinare cu
vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. Un titru suficient de virus SAD Bem prezent in vaccinul
LYSVULPEN por. ad us. vet. asigurd o eficacitate suficientd a momelilor de imunizare chiar si la
temperaturi exterioare mai ridicate, atunci cand distribuirea se face pe teren, si asigurd de asemenca
imunitatea animalelor fint, chiar si atunci cand momeala este consumata dupa ce a stat pe teren pentru
0 anumita perioada.
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in determinarea PDs,
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

Nr. curent | Nr.. de Caracteristicile animalului

al identificare o s Comentarii
animalului - a . varsta sex stare de sdndtate

animalului

1 LIl 3 luni ¢ buni

2 LI2 3 luni 3 buni

3 LI3 3 luni 3 buni

4 L4 3 luni ¢ buni

3 LI5 3 luni ¢ buni

6 LI6 3 luni 3 buni

7 LI7 3,5 luni Q buna canin eliminat

3 LIS 3,5 luni 3 buni

9 LI9 3,5 luni 3 buni

10 LI10 3,5 luni ¢ buni

11 LIl1 3,5 luni 3 buni

12 LI12 4 Tuni ¢ buni

13 LI13 4 Tuni 3 buni

14 LI14 4 luni Q buna rand mica la cap

15 LI15 4 Tuni 3 buni

16 LI16 4 Tuni 3 buni

17 LI17 3,5 luni Q buna conjunctivita

18 LI18 3,5 luni 3 buni

19 LI19 3,5 luni ¢ buni

20 LI20 3,5 luni 3 buni
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metodd de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atdt animalele vaccinate, cit si cele martor) a fost verificat dupd ce animalele au fost
cutanasiate sau dupa ce au decedat, dupa expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii
prezentei antigenului de rabie, prin intermediul examinarii imunofluorescente (Dean si Abelseth,
1973) si prin intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de citre Reed si
Muench (1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- mostre de testare de virus SAD Bern, cu titrul: a) 1,8x10™" TCIDs,
b) 1,8x10>° TCIDs,
¢) 1,8x10%° TCIDs,
d) 1,8x10"° TCIDs,
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o doza de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — vulpe
d2) Gen sau familie — vulpe rosie (Vulpes vulpes)
d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta intre 3 si 4 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
dS) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numir de animale — 20
d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost menfinute In tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incintd interioard, cu o zond de odihnd pentru vulpi, si o zond exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hrinirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producdtor comercial inregistrat in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost
determinate n baza recomandérilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, n spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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¢) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (adicd mostre de preparat cu titru diferit): a) 1.8 x
10*° TCIDs,
b) 1,8 x 10°° TCIDs,
¢) 1,8 x 10°° TCIDs,
d) 1,8 x 10" TCIDs,)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material
plastic au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de administrare — mostrele testate a, b, ¢, d au fost administrate la titrul determinat, intr-o
singura transa

Schema de recoltare a singelui — sangele a fost recoltat inainte sila 1, 2, 3, 4, 5 si 6 luni dupa
imunizare

Test de verificare — a fost efectuat la 6 luni dupa imunizare
Animale martor — 4 vulpi rosii, nevaccinate

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agriculturd si inginerie — specializarea: veterinard, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brno

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Han€, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul
calitatii si management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziva de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:
Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980

Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali:

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.
Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:
Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 5 Determinarea PDjs, la vulpea rosie (Vulpes vulpes) in timpul administririi pe cale orala a tulpinii SAD Bern

Examinare post

Nr | Nr imll?rcl)izzire Zi}e 1U/ml Verlvﬁcare mo I‘Eem Nt
ort. \vulpe | pop, ) | administrare lglt lulm 2 luni | 3 Tuni | 4 luni | 5 Tuni |6 Tuni | zi (Mfcoﬁ‘)so) reg‘ghﬁz B ﬂ“girf:é’;n?a bi(tjstgic
e | n8x10®™ | 16698 | 0 [102] 13.8 [ 17.8 | 194 [ 20.1 | 185 [20.12.98] 10000 [supravietuire| negativ | negativ
2z | 18x10" | 16698 | 0] 0| o | 0 | o | o | o [201298] 10000 deces pozitiv | pozitiv
3| LI3 | 18x10% | 16698 | 0 |10,1] 143 | 192 | 206 | 199 | 193 120.12.98] 10000 |supravietire| negativ | negativ
4 L4 | 18x10" | 16698 | 0] 0] o | 0 | o | o | o [201298] 10000 deces pozitiv | pozitiv
5 | LI5S | 18x10™ | 16698 | 0 |10,6] 123 | 20.1 | 23.2 | 21.9 | 20.1 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
6 | LI6 | 18x10° | 16698 | 0 [12.8] 156 | 194 | 21.9 | 22.6 | 20.9 [20.12.98] 10000 |supraviewire| negativ | negativ
7 L7 | 18x10% | 16698 | 0 [113] 167 ] 198 | 214 | 197 | 18,5 [20.12.98] 10000 |supraviewire| negativ | negativ
§ | LIS | 1.8x10™ | 16698 | 0 [10.7] 123 | 165 | 192 | 203 | 20,0 [20.12.98] 10000 [supravietuire] negativ | negativ
9 [ LI9 | 18x10° | 16698 | 0 |12.1] 182 | 22.5 | 284 | 30.1 | 29.8 120.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
10 L0 1.8x10°° | 16698 | 0 |152] 213 | 263 | 30.1 | 30.4 | 27.6 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
L | 18x10%° | 16698 | 0 |147] 217 | 27.1 | 30.1 | 315 | 295 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
2 L2| 18x10°° | 16698 | 0 |157] 234 | 252 | 277 | 322 | 31.4 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
13[LI3| L8x10™° | 16698 | 0 |232] 372447 487|502 ] 47.9 [2012.98] 10000 |supravictuire]| negativ | negativ
14|Ln4| 1.8x107° | 16698 | 0 [198] 40.1 [ 456 | 46.4 | 51.4 | 483 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
15005 | 1.8x107° | 16698 | 0 [225]39.1 459 | 480 | 511 | 47.8 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
16 |LII6 | 1.8x107° | 16698 | 0 | 193] 38.8 | 43.9 | 49.1 | 50.7 | 47.4 [20.12.98] 10000 |supravietuire| negativ | negativ
17 | LI17 _ olol o] ol o] o] o [201298] 10000 deces pozitiv | pozitiv
18 | L11g | verificare in _ olo ] o o ol of o 2129 1000 deces pozitiv | pozitiv
oL | o - o] o] o o] o] o/ o [201298 10000 deces pozitiv | pozitiv
20 | LI20 - olo | o] o o] ol o [201298 10000 deces pozitiv | pozitiv
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a IV-a



mailto:comm@bioveta.cz

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

6. Testarea inceperii vaccinirii impotriva rabiei la vulpile rosii (Vulpes
vulpes) — testarea impactului anticorpilor colostrali asupra creiirii imunititii impotriva rabiei

Rezumat

Pentru testare s-au utilizat doudzeci si cinci de pui de vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de la
mame de pe un teritoriu care a fost tratat in mod repetat impotriva rabiei, cu vaccin antirabic pentru
imunizarea pe cale orala a vulpilor - LYSVULPEN por. ad us. vet.. Puii de vulpe au fost impartiti in
cinci grupe de testare de cate cinci animale. Puii de vulpe din prima grupa au fost imunizati cu
vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. la varsta de 4 saptamani, puii de vulpe din grupa a doua, la
varsta de 6 sdptamani, puii de vulpe din grupa a treia, la varsta de 8 saptamani, puii de vulpe din grupa
a patra, la varsta de 10 saptdmani si puii de vulpe din grupa a cincea, la varsta de 12 saptamani.
Recoltarea de sange pentru examinarea titrului de anticorpi colostrali impotriva rabiei, prin
determinarea numarului de unitati internationale (IU) prezent in ser, si pentru examinarea titrurilor
acestor anticorpi specifici de neutralizare a virusului, aparuti dupd imunizarea tuturor puilor de vulpe,
s-a realizat in fiecare grupa, la varsta de 4 saptimani, 6 siptdmani, 8§ sdptaméani, 10 siptamani, 12
saptamani si 16 saptamani. La varsta de 16 saptimani toti puii de vulpe au fost verificati cu virusul de
rabie de stradd, prelevat de la o vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe.
Fiecare individ a fost verificat cu o doza de 10,000 MICLDs, din care 0,5 ml au fost administrati in
fiecare muschi maseter al animalului. Vulpile au fost monitorizate timp de 90 de zile dupa infectare.

Rezultatele serologice au confirmat faptul ci, dupd imunizarea puilor de vulpe la varsta de 4
saptamani, existd un grad ridicat de anticorpi colostrali care inhibd formarea imunititii active dupa
administrarea vaccinului. Rezultate similare au fost obtinute de asemenea si la puii de vulpe care au
fost vaccinati la varsta de 6 sdptdmani, in conditiile in care doar unul din cei cinci pui vaccinati a
generat un titru de protectie de anticorpi antirabici specifici. Dupa imunizarea efectuata la varsta de 8
saptamani, trei pui de vulpe au generat un grad de protectie de anticorpi, in timp ce doi pui de vulpe nu
au raspuns din punct de vedere imunologic, datoritd unui reziduu de anticorpi colostrali. Imunizarea
puilor de vulpe cu varsta de 10 si 12 saptimani a indus generarea de anticorpi antirabici specifici de
neutralizare a virusului.

Testul de verificare a confirmat rezultatele obtinute pe parcursul testérii serologice anterioare. Inci o
datd s-a demonstrat legitura dintre titrul anticorpilor antirabici si protectia impotriva rabiei. Toti puii
de vulpe din grupa nr. 1 au decedat. Din grupa nr. 2 au decedat patru pui de vulpe, din grupa nr. 3 au
decedat doi pui de vulpe. Din grupa nr. 4 si nr. 5 nu a decedat niciun pui de vulpe.

Testul serologic si testul de verificare au demonstrat faptul c¢d anticorpii colostrali au un impact
negativ asupra formarii imunitdtii active impotriva rabiei, dupd administrarea vaccinului
LYSVULPEN por ad us. vet. Acesti anticorpi colostrali persista la puii de vulpe proveniti de la mame
imunizate, pana la varsta de 8 sdptaméani. La puii de vulpe cu varsta de 10 sdptamani nivelul de
anticorpi colostrali reziduali este foarte scdzut si nu are un impact negativ asupra formarii imunitatii
active la animalele imunizate.

Dizertatie

Impreuna cu realizarea practici a campaniilor de vaccinare impotriva rabiei, prin intermediul
imunizarii pe cale orald, s-a rezolvat de asemenea si problema imunizarii puilor de vulpe Tmpotriva
acestei boli. Doar aceste animale nu au fost imunizate 1n timpul campaniei de priméavard desfasurata in
aprilie - mai, in anul respectiv, in mésura in care acestea au fost prezente in vizuini sau in vecinétatea
acestora. Astfel, un segment semnificativ neimunizat din populatia de vulpi a apérut pe teren inainte
de realizarea campaniei de vaccinare de toamnd, in septembric si octombrie. In conformitate cu
situatia cu privire la infectare detectatd In anumite regiuni sau tari, aceastd situatie a fost rezolvata fie
prin revaccinare de primavard sau toamnd, prin distribuirea momelilor de vaccinare in perioada de
vard sau prin dispunerea momelii in dreptul vizuinilor ocupate, intr-o cantitate predeterminata de zece
momeli pentru fiecare vizuind. Mai multi autori (MULLER T. et al., 2001; VOS A. et al., 2001;
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MULLER T. F. et al., 2001b; VOS A. et al., 2001b) au abordat tema imunititii,
formati dupa vaccinarea vulpilor rosii tinere si a ratonilor. in cadrul tuturor lucrarilor s-a demonstrat
in baza unui test faptul cd anticorpii colostrali reziduali inhibd formarea imunitdtii active dupa
administrarea pe cale orala a unei tulpini atenuate de vaccinare Tmpotriva rabiei. Durata impactului de
inhibitie a anticorpilor colostrali la vulpile rosii (Vulpes wvulpes) si la ratoni (Nyctereutes
procyonoides) s-a determinat a fi varsta de 8 sdptamani pentru animale tinere provenind de la mame
imunizate. Rezultatele noastre corespund cu rezultatele obtinute de autori strdini. Anumite variatii pot
fi cauzate de necunoasterea exacta a zilei de nastere a tuturor puilor de vulpe testati.

Rezultatele obtinute in cadrul testului de laborator au fost de asemenea verificate in conditii de teren,
cu administrarea vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine tulpina atenuatd vie de
vaccinare SAD Bern (VRZAL V. et al., 1996; VRZAL V. et al., 1996, MATOUCH, O., SPRINGS , J ,
VRZAL, V., 1998; VRZAL, V., MATOUCH, O., 1999).

Rezultatele obtinute in laborator si rezultatele obtinute pe teren arata faptul ca vaccinarea pe cale orala
a puilor de vulpe In vizuini reprezintd o metoda aditionald corespunzitoare in lupta Impotriva rabiei,
care este aplicabild in special in cazul cresterii populatiei de vulpi.

Concluzie

S-a demonstrat in conditii de laborator si pe teren faptul ca vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet.
poate fi utilizat pentru vaccinarea vulpilor tinere, incepand cu varsta de opt saptamani.
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Lista si caracteristicile animalelor incluse in verificarea impactului

anticorpilor colostrali asupra creiirii imunititii impotriva rabiei
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

N Nr. de Caracteristicile animalului
r. curent | . .
identificare .
al A - Comentarii
. . a varsta seX stare de sandtate
animalului . .
animalului
1 K1 1 lund ¢ buni
2 K2 1 lund a buna
infestarea cu pureci s-a tratat cu
3 K3 I luna Q buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
4 K4 I luna Q buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
5 K5 1 luna Q buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
6 K6 1 lund 3 buni ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
7 K7 1 lund 3 buni ajutorul unui medicament
antiparazitic
8 K8 1 lund a buna
9 K9 1 luna a buna
10 K10 1 luna 3 buna
11 K11 1 luna Q buna
12 K12 1 luna Q buna
13 K13 1 luna 3 buna
14 K14 1 luna Q buna
15 K15 1 luna Q buna
16 K16 1 luna 3 buna
17 K17 1 lund 3 buni diaree
18 K18 1 luna 3 buna
19 K19 1 luna Q buna
20 K20 1 luna Q buna
21 K21 1 luna Q buna
22 K22 1 luna 3 buna
23 K23 1 luna 3 buna
24 K24 1 luna Q buna
25 K25 1 luna 3 buna
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numirului de IU in serul animalelor vaccinate — metodd de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atdt animalele vaccinate, cit si cele martor) a fost verificat dupd ce animalele au fost
cutanasiate sau dupa ce au decedat, dupa expirarea perioadei de monitorizare, in vederea detectarii
prezentei antigenului de rabie, prin intermediul examinarii imunofluorescente (Dean si Abelseth,
1973) si prin intermediul unui test biologic efectuat pe soareci (Koprowski, 1973).
a3) Metode statistice si calcule aplicate in cadrul testirii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de citre Reed si
Muench (1938).

b) Descrierea instrumentelor utilizate:
- pipete automate de 0,05 ml — Sharples
- microscop imunofluorescent — tip: Phasenkontrast mit Mikroval — Mikroskopen, Carl — Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton
- incubator — 37 °C si 5 % CO, — de la compania Hereus
- microplacute Dynatech din material plastic, pentru titrarea virusului si a serurilor

¢) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 23 05, titru al virusului TCIDs, = 10™*/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
- ser antirabic de standard international
- virus infectios de rabie prelevat de la glandele salivare ale unei vulpi rosii provenind de pe
teritoriul Republicii Cehe, intr-o doza de 10,000 MICLDs, per 1 ml per un animal (perioada de
monitorizare de 90 de zile)

d) Animale utilizate in cadrul testului
d1) Specie — vulpe
d2) Gen sau familie — vulpe rosie (Vulpes vulpes)
d3) Categorie animal — animale tinere, cu varsta incepand cu 1 luna
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
dS) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numir de animale — 25
d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost menfinute In tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna in acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incintd interioard, cu o zond de odihnd pentru vulpi, si o zond exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacentd) a fost de 10 metri pétrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hrinirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producdtor comercial inregistrat in Republica Cehd, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial au fost
determinate n baza recomandérilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, n spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané
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e) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a singelui

Doza de administrare — 1 doza de administrare (1 momeala)

Modalitatea de administrare — per os (consum natural), blisterele sparte din aluminiu/material
plastic au fost verificate pentru a dovedi consumul

Schema de administrare — doza de administrare determinatd a fost administratd intr-o singura transa,
la animalele cu varstade 4, 6, 8, 10 si 12 saptamani, in conformitate cu grupele individuale de testare a

animalelor

Schema de recoltare a singelui — singele a fost recoltat la varsta de 4, 6, 8, 10, 12 si 16 saptamani
(inainte de verificare)

Test de verificare — a fost efectuat la puii de vulpe cu varsta de 16 saptamani
Animale martor — nu au fost utilizate animale martor, nevaccinate

Numele, adresa, pozitia si calificarea persoanei care a realizat examinarea:
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

Nascut la: 26 noiembrie, 1953
Educatie: 1969 - 1973: Scoala secundara de agriculturd si inginerie — specializarea: veterinard, in
Kromgfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinard din Brno

1 aprilie, 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea stagiului de practica

1979 - 1980: serviciu militar la serviciul veterinar al Gérzii de Frontiera

1980 - 1987: controlor independent in cadrul Departamentului pentru controlul
calitatii si management

1985 - 1990: teza de doctorat a disciplinei epizootologie si zooigiend

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitétii i management

incepand cu 1 februarie, 1995: director de productie la Bioveta, s.r.o.

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pand in ziva de azi: director de productie si de dezvoltare

pentru biopreparatele si medicamentele veterinare

Apartenenti la organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie - incepand cu 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca pentru micologie - incepand cu 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie - incepand cu 1981

Activitate profesionali;

Publicatii:

Este autorul sau coautorul a 101 publicatii profesionale.

Certificate de autor:

Este autorul sau coautorul a 15 brevete si 5 design-uri utilitare.

Rapoarte finale de analiza:

Este autorul sau coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate introduse in practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Tabelul nr. 6 Verificarea impactului anticorpilor colostrali asupra crefirii imunititii impotriva rabiei dupi imunizarea cu
vaccinul LYSVULPEN

Recoltare sange, determinare [U/ m, imunizare Verificare Examinare post mortem
Nr. grupa NT‘-IEI;: " Vljlge 4 F:) t6émé sé) tgémé sé) 1t(é)mé sé) 1t§mé F:) ltgmé . Vé{?a & doza rezultate - fluorescen(d test biologic Not
saptamani pm pm pm pm pm sptimani | (MICLDs) 90 zile directd g
1 K1 8.5 22 0,5 0,25 0,1 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
2 K2 7.1 1,8 0,35 0,15 0 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
1 3 K3 54 2.5 1,5 0,15 0 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
4 K4 6,6 2.4 0,85 0,35 0,15 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
5 K5 8,7 2.7 0,45 0,15 0 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
6 K6 8.9 2.7 0,65 0,45 0,25 0,1 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
7 K7 7.2 2.7 0,50 0,25 0,1 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
2 8 K8 48 1.4 0,35 5,1 8.2 6.5 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
9 K9 5,9 2.0 0,55 0,35 0,1 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
10 K10 7.7 22 0,55 0,45 0,25 0,1 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
11 K11 8,1 3.1 0,55 0,25 0 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
12 K12 8,7 3,5 0,65 0,20 0,1 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv
3 13 K13 32 1,2 0,15 5.8 11,6 174 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
14 K14 4.1 1,5 0,25 43 12,9 16,6 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
15 K15 54 1,95 0,50 1.8 1,2 1,2 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
16 K16 6,3 2.8 1,1 04 5,6 11,8 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
17 K17 5,5 2.0 0,5 0,25 8,1 23,5 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
4 18 K18 47 1,7 0,35 0,15 11,5 16,6 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
19 K19 6,6 1,65 0,25 0,15 7.7 18,1 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
20 K20 34 1,1 0,15 0,1 12,1 214 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
21 K21 72 2,2 0,5 0,25 0 23 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
22 K22 6,1 2.3 0,55 0,25 0,1 12,5 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
5 23 K23 5.8 1,75 0,35 0,15 0 19,5 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
24 K24 54 1,3 0,20 0,1 0 21,8 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
25 K25 32 1,1 0,15 0,1 0 254 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
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B. TESTE PE TEREN

In cooperare cu un partener german, proiectul de vaccinare pe cale orald impotriva rabiei a vulpilor a inceput
in Republica Ceha in 1989 si a cuprins regiunile Klatovy, Domazlice si Tachov. Vaccinul cu administrare pe
cale orala a fost un vaccin de tip Tiibingen, preparat din tulpina atenuatd SAD B-19 si importat din
Germania. Incepand cu primavara anului 1992 si pana in prezent, vaccinul “LYSVULPEN por. ad us. vet.”,
avand la baza tulpina SAD Bern, produs de cétre Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané, se utilizeaza pe teritoriul
Republicii Cehe.

Prezentarea generala a tuturor campaniilor de vaccinare in vederea imunizérii pe cale orald impotriva rabiei a
vulpilor, efectuate in Republica Cehd, este redata in tabelul nr. 6.

Examinarile de verificare efectuate dupa fiecare campanie de vaccinare (primdvara — toamna) vizeaza
consumul momelilor, demonstrarea biomarker-ului (tetraciclind) in oasele vulpilor vanate, demonstrarea
prezentei anticorpilor in fluidul din corp, amprentarea epizootiologica si identificarea virusilor de rabie
prelevati, prin intermediul anticorpilor monoclonali. Rezultatele obtinute pe parcursul campaniilor
individuale de vaccinare sunt rezumate in tabelul nr. 7. Vaccinarea este considerata a impiedica Tn mod
cficient raspandirea rabiei daca cel putin 70 la sutid din animale sunt imune. Dupa ce au fost efectuate
campaniile teritoriale de vaccinare, numarul animalelor bolnave a scazut considerabil. Cazurile de rabie
inregistrate in Republica Ceha pe parcursul perioadei de monitorizare, din 1989 si pana 1n prezent, sunt
indicate in tabelul nr. 8 si sunt impartite in conformitate cu speciile principale de animale bolnave. Numarul
de ratoni examinati si de cazuri pozitive de rabie la ratoni sunt rezumate in tabelul nr. 9. Cazurile de rabie
inregistrate In Republica Ceha pe parcursul perioadei de monitorizare, din 1989 si pana 1n prezent, sunt
ilustrate in diagrama nr.1.
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Tabelul nr. 7 Prezentarea generali a campaniilor de vaccinare in vederea imunizirii pe cale orald impotriva rabiei a vulpilor, in

Republica Ceha
. Numar de Numér de kilometri patrati tratati Numér de doze Doze per kilometru patrat . .
Campanie o - - - Tip vaccin
regiuni total manual cu avionul total manual cu avionul manual cu avionul
1 |primdvard 1989 3 2133 2133 32 000 32 000 15,0 15,0 Tiibingen
2 |toamnd 1989" 3 3307 3307 49 600 49 600 15,0 15,0 Tiibingen
3 |primdvara 1990" 13 14 520 14 520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tiibingen
4 |toamnd 1990 13 14 520 14 520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tiibingen
5 |primdvara 1991 13 14 520 14 520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tiibingen
6 |toamnd 1991 25 23300 23300 350 000 350 000 15,0 15,0 Tiibingen
7  |Primavara 1992 40 39 600 39 600 350 000 350 000 15,0 15,0 Tubingen
245 000 245 000 15,0 15,0 LYSVULPEN
8 |toamnid 1992 44 42 400 42 400 640 000 640 000 15,1 15,1 LYSVULPEN
9 |primdvara 1993 44 38 500 38 500 615 600 615 600 16,0 16,0 LYSVULPEN
10 [toamna 1993 68 56 250 56 250 926 000 926 000 16,5 16.5 LYSVULPEN
11 |primdvara 1994 48 45450 45450 727 200 727 200 16,0 16,0 LYSVULPEN
12 [toamni 1994 52 46 900 46 900 762 200 762 200 16,3 16,3 LYSVULPEN
13 |primdvara 1995 51 46 200 46 200 749 600 749 600 16,2 16,2 LYSVULPEN
14 [toamna 1995 62 49 600 49 600 900 000 900 000 18,1 18,1 LYSVULPEN
15 |primdvara 1996 52 46 900 46 900 767 400 767 400 16,4 16,4 LYSVULPEN
16 [toamnd 1996 64 49 800 46 280 3520 920 000 830 400 89 600 18,5 17.9 255 LYSVULPEN
17 |primdvarda 1997 57 47 500 43 980 3 520" 852 000 732 000 120 000" 17,9 16.6 34,1f LYSVULPEN
18  [toamna 1997 59 49 800 46 300 3 500" 938 000 838 000 100 000" 18,8 18,1 28,6 LYSVULPEN
19 |primdvara 1998 51 31000 27 400 3 600" 650 000 550 000 100 000" 21,0 20,1 278 LYSVULPEN
20  [toamni 1998 52 31 500 26 550 4 950" 680 000 555 000 125 000" 21,6 20,9 253 LYSVULPEN
21 |primdvarda 1999 48 28350 23350 5 000, 613 000 488 000 125 000" 21,6 20,9 250 LYSVULPEN
22 [toamna 1999 54 42 990 33118 9872 843 800 597 000 246 800 19,6 18,0 250 LYSVULPEN
23 |primavara  2000] 45 38 490 23 500 14 990 798 600 423 800 374 800f 20,7 18,0 250 LYSVULPEN
24 [toamni 2000, 51 44 580 29590 14 990 907 600 532 800 374 800" 20,4 18,0 25,0" LYSVULPEN
25 |primdvara 2001 53 45703 30295 15408 930 000 545 400 384 600" 20,3 18,0 250 LYSVULPEN
26 [toamni 2001 54 45705 30297 15408 929 700 545 400 384 300" 20,3 18.0 249 LYSVULPEN
27 |primdvara 2002 61 53922 27206 26 716 1 158 900 489 000 669 900" 21,5 18.0 25,1ff LYSVULPEN
28 [toamni 2002 61 54472 24 960 29512 1189 400 448 800 740 600" 21,8 18,0 25,1ff LYSVULPEN
Total 1180 1047912 896 926 150 986] 19179 000 15343600 3 835 400 18,3 17,1 254
Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie Liberec Republica Ceha
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Tabelul nr. 8 Prezentarea generali a examinirilor de verificare in laborator cu privire la campaniile individuale de vaccinare in
vederea imuniziirii pe cale orald impotriva rabiei a vulpilor, in Republica Cehi

Consumare - . . . o . Identificarca
Campanie momeali TTC% Venflc.:a{ea vulpilor Serocc())nversm E)fammarea Numér d; .ammale virusilor de rabic
% total cu privire la TTC %o serurilor de vulpe pozitive Srelevati
0 p {

1 primivard 1989 55,0 55,7 210 83.8 68 1501 virus de strada

2 toamna 1989 69.0 53,0 198 49.1 157

3 primivari 1990 63.0 79.5 415 48.3 319 1157 virus de strada

4  toamna 1990 73,0 66,3 184 54,9 82

5  primdvari 1991 72,0 82.5 206 78.1 183 1154 virus de strada

6  toamna 1991 75,0 73,0 724 53,3 368

7 primivard 1992 76,0 87,7 1211 60,1 526 570 virus de strada

8  toamni 1992 82.0 83,6 1992 51,0 1024

9  primivari 1993 82.0 75,7 1265 43,0 355 422 virus de strada

10 toamna 1993 84.0 77,0 2114 52,0 1305

11  primivard 1994 82.8 85,0 1322 53,0 612 221 virus de strada

12 toamna 1994 86.0 82,0 1998 58.0 1802

13 primivard 1995 87.2 82,4 1145 60,8 656 178 virus de strada

14 toamna 1995 85.9 74,1 3661 54,0 2122

15  primivard 1996 86.8 77.1 1009 60,6 574 237 virus de strada

16 toamna 1996 86,7 71,5 3339 54,9 1662

17  primivard 1997 88.6 74,5 1091 55.6 462 238 virus de strada

18 toamna 1997 88,7 70,8 1745 50,4 920

19  primivard 1998 883 79,6 1203 64,8 377 85 virus de strada

20  toamna 1998 87.4 70,0 2218 51,0 945

21  primivard 1999 88.9 77.3 1273 62,2 560 214 virus de strada

22 toamna 1999 883 73.4 2512 66,6 1135

23 primivard 2000 87.5 77.4 1116 71,0 414 165 virus de strada

24 toamna 2000 87.6 78.8 2273 69.4 946

25  primivard 2001 86.5 80,0 1981 70,2 790 35 virus de strada

26 toamna 2001 88.8 75,9 1136 60,8 412

27  primivard 2002 88.5 80,1 1431 78.3 618 3 virus de strada
Total 877 75,7 38972 598 19 394 6 180 100 % virus de

strada

Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie Liberec Republica Ceha

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


mailto:comm@bioveta.cz

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

g =

Tabelul nr. 9 Prezentarea generali a cazurilor de rabie din Republica Cehi intre

1989 si 2002

An Caine Pisica Vulpe Altele Total
1989 10 45 1369 77 1501
1990 9 34 1046 68 1157
1991 8 30 1 044 72 1154
1992 7 14 526 23 570
1993 2 19 359 42 422
1994 6 5 191 19 221
1995 2 5 157 14 178
1996 0 3 223 11 237
1997 0 6 224 238
1998 1 3 77 4 85
1999 1 3 192 18 214
2000 2 3 142 18 165
2001 0 2 29 4 35
2002 0 0 3 0 3
Total 48 172 5382 378 6180

% 0,8 2.8 90,3 6.1 100,0

Realizat de catre:

Liberec

Republica Ceha Liberec

Laboratorul National de Referinta pentru rabie
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Diagrama nr. 1: prezentarea sub forma de diagrama a cazurilor de rabie din
Republica Cehaintre 1989 si 2002

Realizat de cétre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie
Liberec
Republica Ceha Liberec
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Tabelul nr. 10 Prezentarea generali a examinirilor si a numéirului de ratoni
(Nyctereutes procyonoides) depistati pozitiv cu rabie in Republica Ceha intre 1991 si 2002

An Numar de animale examinate Numar de animale pozitive
1991 2 1
1992 1 -
1993 2 1
1994 1 -
1995 1 -
1996 2 -
1997 3 -
1998 3 -
1999 0 -
2000 2 -
2001 2 -
2002 1 -
Total 20 2
Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie
Liberec
Republica Ceha Liberec
LYSVULPEN por. ad us. vet Partea a [V-a
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Anexa nr. 1. Proiect test
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PROIECT TEST NR. 16/1997

Tn conformitate cu Sectiunea 12 din Adresa Publicd Nr. 311/97 Coll., cu privire la cresterea si
utilizarea animalelor de testare.

1. ldentificare companie: Bioveta, a.s.
Komenskeho 212
683 23 lvanovice na Hane
Cod identificare companie: 25304046
Telefon: 0507/363321-4
Fax: 0507/363294
0507/363281
e-mail: comm@bioveta.cz

Reprezentanti legali: Ing. Libor Bittner, CSc., cod numeric personal 620403/0811
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc., cod numeric personal 531126/277

Persoane Tnsarcinate cu negocierile cu Autoritatile de Stat: Ing. Libor Bittner, CSc.
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.

2. Numarul deciziei de acordare a acreditarii:

3. Responsabilul proiectului test:
prenume, nume, titlu

MVDr. Josef Chumela
Posesor al certificatului in conformitate cu Sectiunea 17 din Adresa Publica Nr 311/1997 Coll.

3.1. Asistent responsabil al proiectului test:
prenume, nume, titlu

MVDr. Jan Zajac, CSc.

4. Persoana responsabila pentru ingrijirea animalelor:
Ing. Lubomir Kryl
Cod numeric personal 450225/430
Posesor al certificatului Tn conformitate cu Sectiunea 17 din Adresa Publica Nr 311/1997 Coll.

Persoana responsabila pentru verificarea si coordonarea testelor efectuate pe animale
Presedintele Comitetului de Experti al Companiei:

MVDr. D&s a Rados ova

Cod numeric personal 595423/0447

Posesor al certificatului Tn conformitate cu Sectiunea 17 din Adresa Publica Nr. 311/1997

Bioveta, a.s. Ivanovice na Hane 46


mailto:comm@bioveta.cz

Bioveta, a.s., Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané

S. Numele si obiectivul experimentului:
Verificarea in laborator a sigurantei si eficacitétii vaccinului administrat la animalele tinta.

LYSVULPEN por. ad us. vet.
Vaccin antirabic pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor

Verificarea sigurantei si a eficacitétii vaccinului, In conformitate cu cerintele stipulate de cétre
Farmacopeea Ceha CL 97 — Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem (vaccinul antirabic viu
pentru administrarea pe cale orala la vulpi) — pagina 3331.

6. Caracterizarea obiectivelor:

6.1. Testul este inevitabil datorita urmatoarelor motive: (Sectiunea 15, subsectiunea 3 din
Adresa Nr. 246/92 Coll.)

6.1.5. productia de seruri, vaccinuri, diagnostice si alte materiale biologice si farmaceutice.

6.2. Mentionarea contributiei specifice estimate a testului:

Testarea in laborator a sigurantei si a eficacitdtii vaccinului trebuie efectuatd datoritd noului
articol farmacopeic in vigoare, mentionat in Farmacopeea Ceha 1997.

7. Descriere succinta a testului:
I. Testarea de siguranta

Teste de laborator: testarea sigurantei vaccinului la toate speciile de animale tintd — vulpi si
ratoni si alte specii de animale care ar putea intra in contact cu preparatul datoritd metodei
sale de aplicare, adica caini, pisici si rozédtoare libere.
a) siguranta pentru administrarea intr-o transa
b) siguranta pentru administrarea intr-o transd, intr-o doza ridicata
¢) siguranta pentru administrarea repetatd a unei doze

II. Testarea de eficacitate
Teste de laborator: testarea de eficacitate a vaccinului efectuatd la toate speciile de animale
tintd — vulpi si ratoni. Testarea de eficacitate se efectueazd prin intermediul determinarii
reactiei specifice cu anticorpi dupad administrarea vaccinului testat, la toate speciile de animale
tintd. Testele de verificare se efectueaza in vederea verificarii imunitétii de protectie.

8. Proceduri metodologice de tratare a animalelor:
Animalele trebuie tratate in cel mai delicat mod posibil, in vederea minimizarii stresului.
Preparatul testat se aplicd pe cale oral la vulpi si la ratoni (consumare naturald a momelii).
Cainilor, pisicilor st soarecilor de camp 1li se administreazd vaccinul prin injectare cu un
prelungitor din cauciuc 1n cavitatea orala.

Testare de sigurantd: dupa administrarea preparatului, reactiile generale care apar la animalele
testate se inregistreazd in fiecare zi, timp de 6 luni de zile. Dupa parcurgerea perioadei de
monitorizare, toate animalele testate se eutanasiazd fard suferintd si se detecteazd prezenta
virusului de rabie in creier sau 1n organe, utilizand metode de laborator.

Eficienta se bazeazd pe formarea de reactie specificd cu anticorpi care poate fi detectatd in
mostrele de ser de la animalele imunizate testate. Dacd in serul animalelor vaccinate se obtine un
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nivel de 0,5 IU, atunci animalele respective sunt protejate impotriva rabiei. Testul de eficienta,
cu un grad ridicat de obiectivitate, al vaccinului este testul de verificare, pe parcursul caruia atat
animalele vaccinate, cat si animalele martor, nevaccinate, sunt supuse infectarii cu virusul de
rabie de stradd. Procentajul de animale vaccinate care supravietuiesc se compard cu cel al
animalelor martor, nevaccinate.

Perioada de efectuare a testului: iunie 1999 — septembrie 2000

9. Declaratia ofertantului cu privire la demonstrarea necesitatii efectuarii testului:
Este necesar a efectua testul pentru a demonstra siguranta si eficienta preparatului, in scopuri de
inregistrare, asa cum se solicitd de cétre articolul farmacopeic din Farmacopeea Cehd 1997.

10. Justificarea selectarii animalelor:
Speciile de animale sunt indicate in testele farmacopeice din Farmacopeea Ceha 97 — pagina
3331.

11. Tara de origine a animalelor testate:

Tara de origine: Republica Ceha.

11.1. Identificarea furnizorilor:

Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané, BioTest Konarovice

12. Justificarea numarului planificat de animale:
Testare de siguranta — teste de laborator

60 de vulpi (Vulpes vulpes)

30 de ratoni (Nyctereutes procyonoides)

10 céini

10 pisici
200 de soareci de camp (Microtus arvalis)

Testare de eficientd — teste de laborator

teste de verificare - 135 de vulpi
- 15 ratoni

13. Metoda de etichetare a animalelor testate:
13.1. Tatuaj pe auricul, crestare a urechilor, etichetare individuala 1n incintele de crestere.
14. Metoda de desensibilizare, masuri pentru suprimarea suferintei:

Nu face parte din acest proiect test si nu este indicata.

15. Plasarea animalelor in timpul testului:
Animalele vor fi plasate in conformitate cu fiecare specie in parte — individual sau in grupuri.
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Studiu de laborator

- vulpile vor fi plasate cate 5 intr-un tarc. Vulpile de acelasi sex vor fi plasate intotdeauna in
acelasi tarc. Tarcurile urmeaza a fi Tmpartite intr-o constructie interioara, cu o zond de odihna
pentru vulpi, si o zond exterioard. Zona interioard va fi betonatd si zona exterioard va dispune
de un pat de nisip. Suprafata totald (adicd suprafata constructiei interioare plus zona exterioara
adiacentd) va fi de 10 metri patrati, pentru cinci vulpi.

- ratonii vor fi plasati cate 5 intr-un tarc. Ratonii de acelasi sex vor fi plasati intotdeauna in
acelasi tarc. Tarcurile urmeaza a fi Tmpartite intr-o constructie interioara, cu o zond de odihna
pentru animale, si o zond exterioard. Zona interioard va fi betonatd si zona exterioard va
dispune de un pat de nisip. Suprafata totald (adicd suprafata constructiei interioare plus zona
exterioard adiacentd) va fi de 10 metri péatrati, pentru cinci ratoni.

- cainii vor fi plasati cate 5 ntr-un tarc. Cainii de acelasi sex vor fi plasati intotdeauna in acelasi
tarc, adica fie caini mascul, fie cdini femeld. Tarcurile urmeaza a fi impartite intr-o constructie
interioard, cu o zond de odihnd pentru caini, $i 0 zond exterioard. Zona interioara va fi betonata
si zona exterioard va dispune de un pat de nisip. Suprafata totald (adicd suprafata constructiei
interioare plus zona exterioara adiacentd) va fi de 10 metri patrati, pentru cinci caini.

- pisicile vor fi plasate cate 5 intr-un tarc. Pisicile de acelasi sex vor fi plasate intotdeauna in
acelasi tarc. Tarcurile urmeaza a fi impartite intr-o constructie interioard, cu puncte elevate
servind drept zone de odihna pentru cdini, si 0 zond exterioard. Zona interioara va fi betonata si
pavatd si zona exterioard va dispune de un pat de nisip. In zona exterioard vor exista busteni
pentru ca pisicile sd-si poatd ascuti ghearele. Crengile vor fi parte a zonei exterioare, cu scopul
de a permite cdtararea animalelor. Suprafata totald (adica suprafata constructiei interioare plus
zona exterioard adiacentd) va fi de 4 metri patrati, pentru cinci pisici. Animalele vor fi incluse
in test dupa ce au fost deparazitate intestinal cu un preparat inregistrat in Republica Ceha,
administrat in doza recomandata, si dupa parcurgerea unei perioade de carantina, pe parcursul
careia acestea nu prezintd nicio abatere de la starea standard de sanétate.

- soarecii de camp vor fi plasati in custi clasice din material plastic, pentru cresterea soarecilor
de laborator. Capacul superior va fi confectionat din plasd din otel inoxidabil. Custile vor fi
amplasate intr-o incintd cu aer conditionat, in conditii de temperatura stabild, umiditate stabila
si circulatie stabild a aerului. Soarecii de cAmp vor fi plasati cate zece intr-o cusca.

Schema de ingrijire a animalelor:
Studiu de laborator

- vulpile vor fi hranite cu un amestec granulat complex pentru cdini, produs de un producator
comercial inregistrat n Republica Cehd; in plus vor fi hrénite cu resturi de carne fierte si intestine
selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producétorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile vor fi hranite o data pe zi, in
spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila va fi la dispozitia vulpilor ad libitum.

- ratonii vor fi hraniti cu un amestec granulat complex pentru ciini, produs de un producator
comercial inregistrat n Republica Cehd; in plus vor fi hrénite cu resturi de carne fierte si intestine
selectate de la abatoare. Dozele de hrand din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producatorului, in functie de greutatea animalelor. Ratonii vor fi hraniti o data pe zi,
in spetd la ora 2.00 p.m. Apa potabila va fi la dispozitia animalelor ad libitum.
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- cainii vor fi hraniti cu un amestec granulat complex, produs de un producator comercial inregistrat
in Republica Cehd. Dozele de hrand din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producdtorului, in functie de greutatea cainilor. Cainii vor fi hraniti de doud ori pe
zi, in spetd la ora 8.00 a.m. si la ora 2.00 p.m. Apa potabild va fi la dispozitia cainilor ad libitum.

- pisicile vor fi hranite cu un amestec granulat complex, produs de un producator comercial
inregistrat in Republica Cehd. Dozele de hrand din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producatorului, in functie de greutatea pisicilor. Pisicile vor fi hranite de doua ori pe
zi, in spetd la ora 8.00 a.m si la ora 2.00 p.m. Apa potabila va fi la dispozitia pisicilor ad libitum.
Atat hrana, cat si apa vor fi servite n boluri din otel inoxidabil.

- soarecii de camp vor fi hraniti cu un amestec granulat comercial pentru soareci. Va fi adaugata
hranirea cu iarba, bucati de fructe (mere, pere) si radacini. Apa va fi servitd ad libitum, de la
recipiente de apd automate.

16. Orar:
Durata testelor:
Testele vor fi efectuate continuu, din iunie 1999 pana in 2000.

17. Nivelul de dotare cu echipamente chirurgicale si metoda de asistenta post-chirurgicala:

17.1. Nu se vor efectua interventii chirurgicale.

18. Modalitatea de tratare a animalelor dupa terminarea testului:

18.3. Dupa terminarea testului animalele vor fi eutanasiate fara suferinta.

19. Controlul metodei de respectare a reglementarilor cu privire la protectia animalelor:
Asistenta veterinard va fi asiguratd de cétre specialisti veterinari — angajati ai companiei — in timpul
orelor de lucru. In afara orelor de lucru, asistenta veterinard va fi asiguratd de citre un specialist
veterinar privat, MVDr. Jaroslav Kuja, M. Majerové, Vys kov, in baza unui contract. Controlul va
fi efectuat de catre o persoand responsabild pentru cresterea si plasarea animalelor, in spetd o data
pe sdptamand. Animalele incluse in testele de verificare vor fi tratate si supravegheate de catre un
specialist veterinar desemnat, de la Bioveta, as.

20. Specificarea riscurilor de sinatate pentru alte animale si pentru angajati:

Virusul de rabie utilizat in scopuri de verificare si animalele infectate sunt periculoase atat pentru
animale, cit si pentru oameni. Trebuie respectate toate masurile de siguranta. Toate persoanele care
intrd in contact cu virusul viu de vaccinare sau cu animalele infectate trebuie sd fie vaccinate si
trebuie sa fie imune la rabie (vaccinarea va fi efectuatd la Spitalul din Bohunice, MUDr. Marta
S nelerova).

21. Conditii veterinare pentru test:
In timpul lucrului trebuie respectate regulile de laborator ale companiei Bioveta, a.s. si

reglementarile legale in vigoare.

21.1. Nu va fi administrat niciun generator viu de boala infectioasa la oameni:
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Vaccinul testat este un vaccin viu, care contine virusul viu atenuat de rabie din tulpina SAD Bern.
In cadrul obiectului testelor de verificare se va utiliza un virus de rabie de strada, care este periculos
sl pentru oameni.

21.2. Este necesard administrarea unui generator viu de infectie la animale — virusul de verificare —
mostra de virus de rabie prelevata pe teren, de la glandele salivare ale vulpilor din Republica Ceha.
Virusul de verificare va fi preparat de catre Institutul de Stat de Cercetare din Liberec.

21.3. Nu va fi utilizatd nicio substantd care are un impact asupra produselor animaliere.

22. Justificarea interventiilor repetate asupra animalelor:

Vaccinarile repetate constituie o parte planificatd a testului si acestea demonstreazad siguranta
preparatului, in scopul nregistrarii sale, asa cum se solicitd de catre articolul farmacopeic din
Farmacopeea Ceha 1997.

23. Informati cu privire la nivelul de circumstante al practicii corecte de laborator:
in cazul 1n care se solicitd de catre reglementarea legald (Adresa Publicad Nr. 117/87 Coll., Sectiunea
13 din Adresa Nr. 79/97 Coll.).

Stampila institutiei utilizatorului: Data si semnétura:

- responsabil test: 15 iunie, 1997
- asistent responsabil test: 15 iunie, 1997
- reprezentant legal: 15 iunie, 1997
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