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1E. Maisuri de siguranti dupid administrarea inzecita a dozei maxime recomandate —
soarece alb de laborator

Rezumat:

Vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea de zece ori a dozei maxime
recomandate a virusului testat asupra a 25 de subiecti soareci de laborator pe cale subcutanata
(s.c.) dar si asupra altor 25 de subiecti soareci de laborator pe cale orala (p.o.). In 180 de zile de
la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. nu au fost inregistrate simptome de turbare/rabie
asupra soarecilor experimentali. Dupa incheierea perioadei de examinare, soarecii au fost
exterminati iar virusul rabic nu a fost demonstrat prin imunofluorescentd in cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata sau in colful Amon. Turbarea nu s-a manifestat in niciunul dintre
animalele experimentale. Stabilirea anticorpilor antirabici a avut rezultat pozitiv in 1, 2, 3 si 6
luni dupa administrarea virusului.

Dezbateri:

Soarecele alb de laborator este extrem de sensibil la rabie si din acest motiv este folosit pentru
diagnosticarea acesteia in cadrul experimentelor biologice. Soarecele alb de laborator este un
model corespunzator pentru testarea patogenitatii reziduale a virusului rabic, in scopul imunizarii
orale a vulpilor si a altor animale carnivore impotriva turbarii. Dupa administrarea subcutanata,
chiar si dupa cea orald, nu a putut fi demonstratd nicio forma de turbare la animalele
experimentale. Dupa administrarea virusului, au fost descoperiti la toate animalele testate
anticorpi specifici de neutralizare a virusului. Rabia nu a putut fi demonstrata pe durata perioadei
de monitorizare de 180 de zile (dupa administrarea virusului testat la animalele parte din acest
experiment). Dupa finalizarea perioadei de observatie, toate animalele au fost exterminate
nedescoperindu-se niciun fel de tip de turbare in respectivele parti ale creierului (laboratorul a
utilizat imunofluorescenta).

Perioada de monitorizare de 180 de zile este in mod general considerata ca suficienta pentru
manifestarea simptomelor de rabie la toate speciile de animale. Metoda imunofluorescentei este
considerata ca fiind una sensibila si de incredere pentru diagnosticarea rabiei la toate speciile de
animale.

Concluzii:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstratd dupa administrarea orala si subcutanata
de zece ori a dozei maxime recomandate asupra soarecilor albi de laborator. Aceasta concluzie
este sprijinitd de rezultatele observatiei clinice a unor soareci experimentali timp de 180 de zile
dupa administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si dupa examinarea ulterioard a creierului lor cu
rezultate negative In ceea ce priveste prezenta virusului rabic.
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Lista si caracteristicile animalelor implicate in testarea sigurantei

a) Administrare subcutanata

Nr. crt. NI ID soarece Caracteristicile animalelor Observatii
soarece Varsta Sex Starea sanatatii
1. MB1 1 luna Q buna
2. MB2 1 lund 3 buna
3. MB3 1 luna Q buna
4, MB4 1 lund Q buna
5. MB5 1 luna 3 buna
6. MB6 1 luna 3 buna
7. MB7 | luna ® buni
8. MBS8 1 luna Q buna
9. MB9 1 luna Q buna
10. MB10 1 luna g buna
11. MB11 1 luna 3 buna
12. MB12 I luna ® buni
13. MB13 1 luna 3 buna
14. MB14 I luna Q buna
15. MB15 I luna 3 buna
16. MB16 1 luna Q buna
17. MB17 I luna 3 buna
18. MB18 1 luna Q buna
10. MB19 | luna ® buni
20. MB20 1 luna 3 buna
21. MB21 1 luna 3 buna
22. MB22 1 luna Q buna
23. MB23 1 luna Q buna
24, MB24 | luna ® buni
25. MB25 1 luna 3 buna
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b) Administrare orala

Nr. crt. Nr. ID soarece Caracteristicile animalelor Observatii
soarece Varsta Sex Starea sanatatii
1. MB1 I luna ) buna
2. MB2 1luna ® buni
3. MB3 1 lund 3 buna
4. MB4 | luna ® buni
5. MB5 1 lund Q buna
6. MB6 1 luna 3 buna
7. MB7 1 luna Q buna
8. MBS 1 luna 3 buna
9. MB9 1 luna Q buna
10. MB10 1 luna Q buna
11. MB11 1 luna g buna
12. MB12 1 luna 3 buna
13. MB13 | luna ® buni
14, MB14 1 luna Q buna
15. MB15 1 luna Q buna
16. MB16 I luna g buna
17. MB17 1 luna 3 buna
18. MB18 I luna 3 buna
19. MB19 1 luna Q buna
20. MB20 1 luna Q buna
21. MB21 | luna ® buni
22. MB22 1 luna 3 buna
23. MB23 1 luna 3 buna
24. MB24 1 luna Q buna
25. MB25 I luna 3 buna
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PROTOCOL DE TESTARE
a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, a simptomelor clinice asociate
turbarii — comportament schimbat, schimbarea vocii, pareza muschilor, paralizia muschilor,
acumularea si excretia salivei, paralizia grupelor de muschi toate ducand la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea ,,postmortem” a rabiei
Imunofluorescenta directd (Dean si Abelseths, 1973).
a3) Stabilirea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentelor si echipamentelor utilizate

— seringa de 1 ml cu aplicator

— seringd de 0.1 ml —tip Hamilton

— microscop imunofluorescenta, lame

— instrumente de disectie

— frigider 2-8° C, congelator -18° C, contor congelare puternica -80° C
_ termostat 37° C cu 5% CO;,

— vase de plastic pentru lucrul cu culturi de tesut

— pipete pentru lucrul cu culturi de tesut.

c) Descrierea materialului utilizat:

jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalului

material testat MSV Bio 10+1 de zece ori doza maxima de vaccin utilizat

conjugat antirabic

standarde pentru randamentul imunofluorescentei directe si a testului FAVN

d) Utilizarea animalelor pentru testare:
d1) Specii

— soarece

d2) Categoria animalului
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— soarece alb de laborator
d3) Originea animalului

— Anlab, Praga
d4) Identificarea animalului

— animalele experimentale au fost agezate Intr-o cuva de reproducere pe toata
durata experimentului

d5) Numarul animalelor
— 50 de subiecti
d6) Conditii pentru asezarea si pastrarea animalelor
— animalele experimentale au fost agezate intr-o cuva de reproducere
d7) Hranirea animalelor
— dietd granulata, apa si libitum
d8) Numele proprietarului animalelor
— Bioveta, a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané

e) Doza de administrare, metoda de administrare, graficul de administrare, monitorizarea
temperaturii si observarea reactiilor adverse clinice:

Doza de administrare - 0,2 ml de virus rabic de testare pe cale subcutanata, 0,05 ml de
virus rabic de testare pe cale orala

Metoda de administrare - se utilizeaza o seringd cu un volum de 1 ml si de 0,1

Graficul de administrare - virusul de testare a fost administrat o singura datd prin metoda
artificiald

Observarea reactiilor adverse - soarecii experimentali au fost monitorizati zilnic fiind

inregistrate toate reactiile adverse sau neobisnuite ale animalelor,
cu accent pe prezenta rabiei

Diagnosticarea ,,postmortem” a rabiei - rabia a fost diagnosticatda din cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata si coltul Amon prin imunofluorescenta
directd (Dean si Abelseth, 1973).

Stabilirea anticorpilor antirabici - anticorpii antirabici au fost stabiliti din serurile animalelor
testate extrase la intervale fixe. Anticorpii antirabici au fost stabiliti
prin testul FAVN (Cliquet si Barrat, 1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea cercetatorului:
Medic Veterinar Dr. Vladimir Vrzal, CSc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Educatie:

1969-1973: Scoala Secundara Tehnica si de Agriculturd — studii
veterinare, Kromérlz

1973-1979: Universitatea Veterinara, Brno
01/04/1979: Bioveta Ivanovice na Hané, orientarea angajatilor

1979-1980: Serviciul militar in cadrul departamentului veterinar al
politiei de frontiera

1980-1987: Controlor tehnic independent, Managementul si
Controlul Calitatii

1985-1990: Lucrarea de disertatie a candidatului asupra disciplinei
Igiena si Epidemiologia Animalelor

1987-1995: Director al Departamentului Managementul si
Controlul Calitatii

1995-1998: Manager Productie la Bioveta, s.r.0.

1998-2003: Director Productic si Dezvoltare a Produselor
Biologice Veterinare

2003-2007: Director Inovatie si Dezvoltare a Produselor Biologice

Incepand cu 01/01/2007: Director Adjunct al Companiei, Manager
de Proiect, Bioveta, a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Societatea Cehoslovaca de Microbiologie — din 1980

Societatea Stiintifica Cehoslovaca de Microbiologie — din 1980

Societatea Cehoslovaca de Imunologie — din 1981

Activitate profesionala:

Publicatii:

Autor si co-autor a 131 de publicatii stiintifice

Certificate de autor:

Autor si co-autor a 25 de patente/ brevete

Rapoarte finale peer view (comitet de referenti)
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Autor si co-autor a 23 de rapoarte finale asupra unor produse introduse in practica
Experientd profesionald: imunologie, virusologie
Medic Veterinar Dr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Verificarea vaccinului Lysvulpen pe soarecii albi de laborator
a) Administrarea subcutanata a 0,2 ml de virus testat

Nr. Administrarea subcutanata | Clinic Recoltare sange (1U/ml) Post mortem - IF

Z?grde:e avirusului LYSVULPEN Sﬁg de O-inic | 1luna | 3luni 6 luni cortex cerebel medulla colt Amon

laborator oblongata
1. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,87 0,96 0,33 neg. neg. neg. neg.
2. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,65 0,80 0,48 neg. neg. neg. neg.
3. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,85 0,92 0,51 neg. neg. neg. neg.
4. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,73 0,88 0,44 neg. neg. neg. neg.
5. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,75 0,93 0,56 neg. neg. neg. neg.
6. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,68 0,81 0,51 neg. neg. neg. neg.
7. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,75 0,89 0,48 neg. neg. neg. neg.
8. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,65 0,84 0,44 neg. neg. neg. neg.
9. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,93 | 0,99 0,61 neg. neg. neg. neg.
10. 0,2 x 10 TCIDs, neg. 0 0,58 0,71 0,35 neg. neg. neg. neg.
11. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,82 0,92 0,64 neg. neg. neg. neg.
12. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,71 0,89 0,52 neg. neg. neg. neg.
13. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,87 0,95 0,55 neg. neg. neg. neg.
14, 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,96 0,99 0,73 neg. neg. neg. neg.
15. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,84 0,96 0,70 neg. neg. neg. neg.
16. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,98 0,99 0,69 neg. neg. neg. neg.
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17. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,80 0,97 0,52 neg. neg. neg. neg.
18. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,77 0,88 0,50 neg. neg. neg. neg.
19. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,57 0,73 0,36 neg. neg. neg. neg.
20. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,69 0,81 0,48 neg. neg. neg. neg.
21. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,59 0,77 0,33 neg. neg. neg. neg.
22. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,73 0,87 0,53 neg. neg. neg. neg.
23. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,81 0,95 0,62 neg. neg. neg. neg.
24. 0,2 x 10°° TCIDs neg. 0 0,74 0,88 0.51 neg. neg. neg. neg.
25. 0,2 x 10°° TCIDs, neg. 0 0,86 0,92 0,58 neg. neg. neg. neg.

Rezultat neg. 0 0,77 0.89 0,52 neg. neg. neg. neg.

Verificarea vaccinului Lysvulpen pe soarecii albi de laborator
b) Administrarea orala a 0,05 ml de virus testat

Nr. Administrarea orala a Clinic Recoltare sange (1U/ml) Post mortem - IF
soarece | virusului LYSVULPEN (180 de O-inic | 1luna | 3 luni 6 luni cortex cerebel medulla | colt Amon
alb de zile) oblongata
laborator
1. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,35 0,51 0,44 neg. neg. neg. neg.
2 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,41 0,58 0,49 neg. neg. neg. neg.
3 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 029 | 044 0,38 neg. neg. neg. neg.
4. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,44 0,61 0,52 neg. neg. neg. neg.
5 0,05 x 10°Y TCIDs neg. 0 0,38 0,53 0,49 neg. neg. neg. neg.
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6. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,52 0,77 0,47 neg. neg. neg. neg.
7. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,68 0,83 0,65 neg. neg. neg. neg.
8. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,44 0,72 0,48 neg. neg. neg. neg.
9. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,39 0,55 0,43 neg. neg. neg. neg.
10. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,62 0,82 0,60 neg. neg. neg. neg.
11. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,59 0,80 0,66 neg. neg. neg. neg.
12. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,51 0,74 0,58 neg. neg. neg. neg.
13. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,66 0,88 0,68 neg. neg. neg. neg.
14, 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,49 0,66 0,52 neg. neg. neg. neg.
15. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,50 0,72 0,52 neg. neg. neg. neg.
16. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,66 0,83 0,68 neg. neg. neg. neg.
17. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,48 0,59 0,53 neg. neg. neg. neg.
18. 0,05 x 10°Y TCIDs neg. 0 0,37 0,49 0,45 neg. neg. neg. neg.
19. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,53 0,77 0,55 neg. neg. neg. neg.
20. 0,05 x 10°Y TCIDs neg. 0 0,59 0,76 0,61 neg. neg. neg. neg.
21. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,44 0,67 0,50 neg. neg. neg. neg.
22. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,38 0,49 0,42 neg. neg. neg. neg.
23. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,57 0,72 0,59 neg. neg. neg. neg.
24, 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,51 0,79 0,52 neg. neg. neg. neg.
25. 0,05 x 10°° TCIDs neg. 0 0,59 0,77 0,59 neg. neg. neg. neg.

Rezultat neg. 0 0,50 0,68 0,53 neg. neg. neg. neg.
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Studiu privind siguranta tulpinii virusului rabic SAD Bio-10

asupra soarecilor imunodeficienti

V. Vrzal

Bioveta a.s., Ivanovice na Hané, Republica Cehia

REZUMAT: Avand ca bazd recomandarea OMS (Organizatiei Mondiale a Sanatatii),
patogenitatea reziduala a tulpinii virusului rabic SAD Bio-10 pentru vaccinare (componenta a
vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet.) a fost testata pe soareci imunodeficienti din clasa Nud
(fard par) (CRL: CD1-FOXNI1 NU) si pe cei din clasa SCDI (CB17/ICR-PRKDC-SCID). O
cantitate de 0,02 ml x 10%° TCIDs, de tulpina de virus a fost administrata la cate 10 soareci din
fiecare clasa pe cale orala si la cate alti 10 soareci din fiecare clasa pe cale intramusculara. Zece
soareci din fiecare clasa au ramas ca puncte de control fara a li se administra virusul. Animalele
au fost monitorizate timp de 28 de zile. Ulterior, animalele care au supravietuit au fost
exterminate si diferite parti ale corpului lor au fost examinate prin imunofluorescenta directa
(creierul) si prin metoda PCR (restul de mostre prelevate), cercetandu-se prezenta rabiei. De
asemenea, aparitia anticorpilor antirabici, anterior si ulterior administrarii virusului, a fost
cercetata cu ajutorul testului FAVN.

Din 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) carora le-a fost administrat virusul pe
cale orala, s-a descoperit rabie la 1 soarece. Similar, din 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-
FOXN1 NU) cérora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara, s-a descoperit rabie la 1
soarece.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu s-a descoperit rabie la niciunul
din cei 10 soareci carora le-a fost administrat virusul pe cale orala, si s-a descoperit rabie la 4
soareci din 10 carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara.

CUVINTE CHEIE: rabie/turbare, virus de vaccinare, Bio-10, patogenitate reziduala, soarece
imunodeficitar, administrarea orala, administrare intramusculara, mortalitate.

Imunizarea pe cale orald a animalelor salbatice impotriva rabiei a devenit parte integrantd din
lupta impotriva acestei boli fatale atat in Europa cat si in America de Nord.

Orice vaccin oral pentru imunizarea animalelor sdlbatice ar trebui sa fie eficient (de exemplu, sa
produca imunitate protectoare la speciile de animale tintd) si trebuie sa fie inofensiv atat pentru
speciile de animale tinta cat si pentru cele care nu sunt tinta. Caracterul inofensiv este evaluat la
speciile de animale {intd dar si la alte specii de animale (care nu sunt {intd) care pot intra in
contact cu vaccinul in urma raspandirii lui Tn mediul Inconjurator. Vaccinul nu trebuie nici sa
inducad rabia la animale si nici s-o raspandeasca animalelor sensibile la aceasta boald prin
intermediul celor vaccinate.



Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS)l, Organizatia Mondiala pentru Sanatatea Animalelor
(OMSA)?® si Farmacopeea Europeand® au identificat conditii si au publicat recomandari legate
de cerintele vaccinurilor intentionate a fi utilizate pentru imunizarea orala a animalelor salbatice.
Din moment ce exista posibilitatea ca persoane slab imunizate sa intre in contact cu virusul rabic
vaccinabil folosit pentru imunizarea orald a animalelor in libertate, OMS® a recomandat
realizarea de teste aditionale de sigurantd pe animale de laborator imuno deficitare — soareci.

MATERIALE SI METODE

A fost folosita tulpina virusului rabic SAD Bio-10 (derivata din tulpina SAD Bern) in grimul lot
de productie (MSV + 1). Titrul folosit al tulpinii virusului rabic SAD Bio-10 a fost 10 9 TCIDs,
per ml care este inzecit fata de titrul maxim al virusului din vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet.
folosit in teren. Virusul era identic cu cel utilizat in mod obisnuit pentru prepararea vaccinului
oral Lysvulpen por. ad us. vet. in vederea imunizarii animalelor salbatice impotriva rabiei.

ANIMALE DE STUDIU

Grupul animalelor de studiu a fost alcatuit din 30 de soareci din clasa Nud (fara par) (CRL: CD1-
FOXNI1 NU) si din 30 de soareci din clasa SCDI (CB17/ICR-PRKDC-SCID), in varsta de 3 luni,
nevaccinafi Tmpotriva rabiei, absolut sanatosi, deparazitati, cu origine slab imunizata
(Laboratoarele Charles River, Modele si Servicii de Cercetare GmbH, Germania). Animalelor li
s-a permis sd se adapteze timp de 7 zile Intr-un dispozitiv izolat Tnainte de administrarea
virusului. Dupa administrarea vaccinarii virusului, animalele au fost finute intr-o cuva de
reproducere (10 soareci intr-o cuva) pe intreaga perioadd de proba de 28 de zile. Dispozitivul
izolat a fost echipat cu o linie de alimentare de aer steril. Hrana si apa au fost, de asemenea,
sterile.

ADMINISTRAREA VIRUSULUI, RECOLTAREA DE SANGE SI PRELEVAREA
PROBELOR

Tulpina virusului rabic SAD Bio-10 a fost administrat soarecilor in cantitate de 0,02 ml x 10°°
TCIDs (de zece ori doza maxima folositd in teren pentru virusul de vaccinare). Au fost folosite
doud cai de administrare: orala (administrare prin cavitatea bucald) si intramusculara
(administrare in muschiul membrului pelvin). Nu au fost administrate medicamente sedative
soarecilor inainte de administrarea virusului. Pentru administrarea orald, soarecele a fost
imobilizat si dupa ce 1 s-a deschis gura, virusul test a fost administrat foarte incet cu ajutorul unei
seringi (volum total de 0,1 ml) fard ac. Soarecele a fost monitorizat in timp ce inghitea virusul pe
durata administrarii lente a acestuia. Pentru administrarea intramusculara, un ac foarte fin a fost
atasat seringii si virusul a fost administrat intramuscular Tn muschiul membrului pelvin al
animalului. Soarecii au fost monitorizati zilnic cu accent pe aparitia simptomelor de rabie. in
perioada de 28 de zile de monitorizare, s-a recoltat sange de la toate animalele care au
supravietuit pentru a descoperi anticorpi antirabici in el, apoi animalele au fost exterminate.
Mostre din creier, glandele salivare, splind, pldmani, esofag si mucoasa bucala au fost prelevate
in timpul autopsiei pentru depistarea rabiei prin metoda imunofluorescentei si prin metoda PCR.

EXAMINAREA PROBELOR BIOLOGICE

Mostrele de ser din sangele recoltat dupa testare au fost analizate pentru depistarea prezentei de
anticorpi antirabici cu ajutorul testului FAVN.



Mostrele din creier, glandele salivare, splind, plamani, esofag si mucoasa bucala au fost
examinate prin metoda imunofluorescentei’ sau prin metoda PCR pentru depistarea prezentei
antigenului virusului.

REZULTATE

Animalele de studiu au fost monitorizate zilnic si a fost inregistrata starea lor de sanatate.
Imediat dupa decesul lor, soarecii au fost colectati si depozitati la rece la temperaturi de 2° C - 8°
C, supusi autopsiei prin care li s-au prelevat cateva organe care au fost examinate in vederea
depistarii rabiei prin imunofluorescenta directa (creierul) si prin metoda PCR (alte mostre).

Din cei 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) carora le-a fost administrat virusul pe
cale orala, 1 soarece a fost infectat cu rabie si a murit din aceasta cauza in 20 de zile. Similar, din
cei 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXN1 NU) carora le-a fost administrat virusul pe cale
intramusculard, 1 soarece a fost infectat cu rabie si a murit din aceasta cauza in 19 zile.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu s-a descoperit rabie la niciunul
din cei 10 soareci carora le-a fost administrat virusul pe cale orala, si s-a descoperit rabie la 4
soareci din 10 carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara; soarecii afectati au
murit in 15, 18, 20 si respectiv 21 de zile.

Rabia a fost descoperita prin examinarea prin imunofluorescenta a creierului soarecilor care au
murit din cauza acestei boli. Mostre din organele care au ramas, de exemplu glandele salivare,
splind, plamani, esofag si mucoasa bucald au rezultat negativ In urma examinarii PCR, cu
exceptia unei singure mostre de mucoasa bucald a unui singur soarece din clasa Nud (CRL:
CD1-FOXN1 NU) in urma administrarii orale a virusului.

La momentul initial, testul FAVN nu a descoperit anticorpi antirabici la soareci. Nu au fost
descoperiti anticorpi la soarecii din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU in urma administrarii orale a
virusului Bio-10. Anticorpi antirabici specifici la nivelurile 0,5 pana la 0,87 IU/ml au fost
descoperiti la toti soarecii care au supravietuit si carora le-a fost administrat virusul pe cale
intramusculard. In cazul clasei de soareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, nu au fost detectati
anticorpi antirabici specifici nici dupd administrarea orald nici dupd cea intramusculard a
virusului Bio-10.

DEZBATERI

Multe tari din Europa s-au angajat in acest proiect, lansat in 1978, de vaccinare orald a
animalelor sdlbatice Tmpotriva rabiei utilizdnd vaccinuri ce contin tulpini vii reduse de rabie,
derivate din tulpinile SAD. OMS a lansat o serie de recomandari legate de evaluarea caracterului
inofensiv al vaccinurilor orale”™*. Cu toate acestea, utilizarea vaccinurilor este asociatd cu unele
riscuri ale patogenitatii reziduale reprezentate de derivatele tulpinii SAD.

Patogenitatea reziduala la soareci si alte rozatoare a fost subiectul multor lucrari®®*®. A fost
descrisa turbarea la 1 pui de vulpe, 1 pisica si 1 jder de piatrd in urma administrarii orale a
tulpinii SAD Bern. Rabia a fost identificatd la 7 sconcsi din 11 animale carora le-a fost
administrat virusul vaccin SAD B-19 per 0s'®,

La babuini, rabia a fost identificata la 2 din 4 animale cérora le-a fost administrata tulpina SAD
Bern pe cale orala®™.



Un caz de rabie in Austria identificat la o vulpe dupa administrarea de tulpina de vaccin a fost
confirmat prin documente®. Patru vulpi cu rabie indusi de virusul SAD B19 au fost identificate
in Germania in timpul campaniilor de vaccinare orald impotriva rabiei din 2001, 2002, 2004 si
20057,

Din pacate, acest risc este indicat si de noile vaccinuri antirabice. Tulpina mutagena de rabie
SAG 1 retine patogenitate reziduald in urma administrarii intracerebrale la soareci sugari. Unei
femei tinere, muscata de un ciine cand incerca sa ii indeparteze din gura mancarea momeala, i-

au apdrut leziuni ale pielii de tipul variolei, din cauza recombinantului de tulpind de rabie
VRG.”

Cazul de patogenitate reziduala al tulpinii SAD Bern, in urma administrarii orale a 2 ml la titru
de 107° TCIDsp fiecaruia dintre cei 4 babuini si care a indus rabie fatala la 2 dintre acestia
(perioada de incubare intre 11 si 13 zile)'®, a fost citat in mod frecvent in legatura cu aparitia
acesteia la derivatele tulpinii SAD. Organizatia Mondiala a Sanatatii® recomanda testarea
patogenitatii tulpinilor de virus rabic utilizate 1n prepararea vaccinurilor antirabice pentru
imunizarea orald a animalelor salbatice dar si a animalelor cu imunitate slaba. De fapt, contactul
unei persoane cu imunitate slabd cu vaccinuri de virus rabic folosite pentru imunizarea
animalelor sdlbatice Tmpotriva acestei boli nu este complet imposibil. Urmand recomandarile
relevante ale OMS®, am decis sa testdim pe soareci cu imunitate scizuti caracterul inofensiv al
tulpinii de virus rabic Bio-10 care este continuta de vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet.

A fost descrisa testarea realizatd pe soareci cu imunitate slaba din clasele Nud (CD1-nu/nu) si
SCIDY. Tulpina SAD B19 a fost administratd soarecilor pe cale orald si intramusculard in
cantitate de 0,02 ml de 2,5 x 10"° FFU. In urma administrarii orale, 2 dintre cei 6 soareci din
clasa Nud au murit de rabie (Ziua 15) 1n timp ce niciunul dintre cele 6 exemplare din clasa SCID
nu a contactat boala. In urma administririi intramusculare, toti cei 6 soareci din clasa Nud si 5
soareci din 6 din clasa SCID au murit. Toate animalele experimentale carora nu le-a fost
administrat virusul au rdmas sdndtoase.

Artois™® a analizat patogenitatea potentiald a tulpinilor de rabie in rozatoarele sdlbatice, tulpini
destinate imunizarii orale antirabice a animalelor salbatice. El a folosit virusuri vaccin cu tulpini
V-RG, SAG-1, SAD Bern si SAD B19. Patogenitatea potentiald a fost examinatd dupa
administrarea fiecarei tulpini de vaccinare in cavitatea bucala intr-o doza de 0,03 ml cu ajutorul
unei micro-pipete. Cand s-a folosit tulpina SAD Bern, rabia a fost observata la 1 dintre cele 8
exemplare din specia Apodemus flavicollis (sero conversia impotriva rabiei n-a fost demonstrata
la niciunul dintre cei 7 soareci care au supravietuit); niciunul dintre cei 6 soareci din specia
Clethrionomys glareolus nu a contactat rabie (2 soareci au prezentat sero conversie impotriva
rabiei); si 1 din cei 4 soareci din specia Microtus agrestis au contactat rabie (3 soareci au
prezentat sero conversie impotriva rabiei). Rezultate similare au fost obtinute prin vaccinarea cu
tulpina SAD B19.

Testarea clinicd a caracterului inofensiv al tulpinii de virus rabic Bio-10, care este 0 componenta
a vaccinului folosit pentru imunizarea orala a animalelor sdlbatice comercializat sub numele de
Lysvulpen, a fost realizata in conditii Optime de Practica de Laborator in cadrul infrastructurii de
la Bioveta a.s. din Ivanovice na Hané, Republica Cehia. Soarecii au fost tinuti in izolare in 6
cuve de reproducere, au fost hranifi o datd pe zi si au avut apa la discretie. Identificarea
animalelor a fost asiguratd prin etichetarea cuvelor. Primul lot de productie al virusului Master



seed (MSV + 1) a fost utilizat pentru testare. Documentul OMS recomanda utilizarea unui titru
maxim inzecit in teren. Deci, o doza de 10%° TCIDspper ml a fost utilizata in acest test.

Continutul de virus SAD Bio-10 al unei doze de vaccin Lysvulpen por. ad us. vet. nu este mai
mica de 1,8 ml x 1080 TCIDsg / ml si nici mai mare de 1,8 ml x 1089 TCIDso/ ml. Deci, doza
maxima inzecitd a fost 1,8 ml x 1099 TCIDso/ ml. Luand in considerare greutatea animalului
experimental (soarece), doza totala administratd a fost redusa: volumul virusului Bio-10 folosit
pentru administrarea orald sau intramusculara a fost de 0,02 ml.

Greutatea soarecilor experimentali a fost intre 20 si 25 g, varsta de 3 luni. Animalelor li s-a
permis sa se adapteze timp de 7 zile inainte de Inceperea testului. Pe perioada cat soarecii au fost
supusi examinarii clinice, starea lor de sanatate a fost buna.

Animalele nu au fost nici anesteziate nici sedate. De fapt, anestezia sau sedarea pot conduce la
administrarea incorectd a virusului: virusul poate patrunde in cavitdtile nazale unde nu poate
intra in conditii fiziologice normale. Cavitatile nazale sunt foarte sensibile la contactarea rabiei.
Administrarea rapida a virusului vaccin in cavitatea bucala poate, de asemenea, modifica in mod
necorespunzator calea de patrundere a virusului in corpul animalului. Noi am administrat virusul
cu o seringd speciald cu volum de 0,1 ml. Soarecii au fost imobilizati iar virusul a fost aplicat la
radacina limbii. Datoritd administrarii lente soarecele a inghitit virusul, deci efectul fiziologic a
fost identic cu cel scontat daca animalul ar fi mancat o momeald ce continea virusul in cadrul
unei campanii naturale de imunizare. Pentru administrarea intramusculara, seringii 1 s-a atagat un
ac foarte fin si virusul a fost administrat adanc intramuscular in muschiul membrul pelvin al
animalului. Volumul utilizat, 0,02 ml este foarte mic pentru 0 aplicare exacta cu o seringa
obignuita. Prin urmare, s-a folosit o seringa speciald cu volum de 0,1 ml astfel incat volumul mic
sd poatd fi administrat cu o precizie corespunzatoare. Faptul ca virusul a intrat in contact cu
organele imuno competente prin administrare intramusculara a fost evidentiat prin formarea de
anticorpi antirabici de neutralizare a respectivului virus, observatd la soarecii din clasa CRL:
CD1-FOXNI1 NU in 28 de zile de la administrarea virusului. Anticorpii antirabici de neutralizare
a virusului au fost detectati cu ajutorului testdrii FAVN, o metodd care permite titrului
anticorpilor antirabici specifici sa se exprime in unitati recunoscute la nivel international (Ul/ml).
Nu au fost detectati anticorpi antirabici specifici la clasele de soareci rdmase In urma
administrarii virusului pe alte cai.

Din cei 10 soareci din clasa Nud (CRL: CD1-FOXNI1 NU) carora le-a fost administrat virusul
Bio-10 pe cale orala, 1 soarece a contactat rabie. Si in mod similar, din cei 10 soareci din clasa
Nud (CRL: CD1-FOXNI1 NU) carora le-a fost administrat virusul Bio-10 pe cale intramusculara,
1 soarece a fost depistat cu rabie.

In ceea ce priveste clasa SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), nu a fost depistati rabia la niciunul
dintre soarecii carora le-a fost administrat virusul pe cale orala, si s-a depistat la 4 soareci din 10
carora le-a fost administrat virusul pe cale intramusculara.

Rezultatele sunt similare acelora obtinute in cazul administrarii altor virusuri rabice folosite
pentru imunizarea orald a animalelor sdlbatice impotriva acestei boli si indica o patogenitate
reziduald relativ scazuta a tulpinii SAD Bio-10 in urma administrarii la 2 clase de soareci
imunodeficienti.
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Tabel 1
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU
a) Administrare orala

Clasi | Numir | Dozi/ | Soarece Zi urmitoare administrarii virusului Observatii
soareci de | cale # 101112131415 |16 |17 |18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28
soarec1
1 - - - - - - - - - - + Rabie
2 R - - R - R - R R - R - R - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0,02 ml 4 -l -t -1-1-1-1-1-1-1-1-1-"1-"1-01-1-"1-1-1-
CRL: x 1090 5
CD1- 10 TCIDsy/ [ I A e N A N A A A A R N N
FOXN1 ml 6 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
NU
orala 7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 -1 -T-1T-1T-T-1T-1T-1T-1-1T-1T-1T-1T-7T-7T-1T-71T-
4K - -T-1T-1T-T-1-"1T-1T-"1-"1-T1T-7T-1T-7T-7T-71T-71T-
CRL: .
CD1 - animale 5K - - - - - - - B B - B - B - - - - - -
FOXN1 10 experim
NU entale

10K




Tabel 2
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CRL: CD1-FOXN1 NU

b) Administrare intramusculara

Clasi | Numir | Dozi/ | Soarece Zi urmitoare administrarii virusului Observatii
soareci de | cale # 101112131415 |16 |17 |18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28
soarec1
1 R - - R - R - R R - R - R - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - B B - B - B - - - - - -
0,02 ml 2 S e e T D R e B e T B e
CRL: x 107
cor_ |, | TCDw [ S B I T e e A
FOXN1 m 6 - - -1 -1-1T-T-1T-71T+ Rabie
NU intramus
culard 7 B ) ) B ) B ) B B ) B ) B ) ) . ) ) .
3 - - - - - - - B B - B - B - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - - - - -1T-1T-T-T-1T-T-T-T-1T-T-7T-7T-71-
4K - - -1 -1 -1T-7-T-T-1T-7T-T-T-7T-7T-17T-7T-71-
CRL: .
CD1 - animale 5K - - - - - - - B B - B - B - - - - - -
FOXN1 10 experim
NU entale

10K




Tabel 3

Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CB17/ICR-PRKDC-SCID

a) Administrare orald

Clasa
soareci

Numar
de

soareci

Doza/
cale

Soarece
#

Zi urmatoare administrarii virusului

Observatii

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

CB17/
ICR-
PRKD
C-SCID

10

0,02 ml
x 10%0
TCIDsy/
mi

orala

©| O Nl o o &~ W N -

=
o

CB17/
ICR-
PRKD
C-SCID

10

animale
experim
entale

-
A

)
A

w
A

IS
A

(4]
A

o
A

-
A

o
A

©
A

10K




Tabel 4
Bio-10: Test asupra soarecilor imunodeficienti din clasa CB17/ICR-PRKDC-SCID

b) Administrare intramusculara

Clasi | Numir | Dozi/ | Soarece Zi urmitoare administrarii virusului Observatii

soareci de cale #

. 112 (3|4|5|6(7|8(9|10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 | 25|26 |27 | 28
soareci

2 -1 -T1-1T-1-1-7T-1-1-1T-1-1-1-1-1H+ Rabie
pozitiv

0,02 ml - -1-1-1-T-T-1-1T-T-T-1T-1T-T-1-7T-T-7T+ Rabie
CB17/ x 10% pozitiv

ICR- TCIDsy/

PRKD 10 ml

C-SCID intramus

culara

[0} ~ (2] (6]
1
1
1
1
1
'
'
'
'
'
1
1
'
1
'
1
'
'
1
'
1
'
1
1
'
1
1
'

- - 1-1-1-1-1-1-1{-1-1-1-1-1-1-171-1-1-1=-715-1H+4 Rabie
pozitiv

o [-[-1-1-1T-1-T-1-71-1-717-17-1-1-71-1-71-°791-°71-T1H+ Rabie
pozitiv

o [ -1-T-7-1-1-1-7-1T-1-1-1-1-T-1T-1-17-1-1-7-1-1-71-1-1-°"71-71-

CB17/

animale sk |- -1-T1T-1T-1T-1-17-7-7T-1-1-1-1-1-717-1-1-1-1-°1-1-71-71+-71+-71-71-T71-

ICR- 10 experim

PRKD

C-SCID entale 6K b b [ R R I I R - - - - - - b - - b - b - b - - - - -

ok |- -T-T-1-1-1-7-7-1-1-01-1-1-7T-1-1-7-1-1-T7T-1-1-"71-91-°1-°7-91-




Tabel 5

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare orala

Soarece # Sex Dozi de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(oral) Creier Glande Splina Plamadni Esofag Mucoasa clinice

salivare bucala (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
2 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuata




Tabel 6

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare intramusculara

Soarece # Sex Dozi de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(intramuscular) Creier Glande Splind Plamdni Esofag Mucoasa clinice

salivare bucala (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml poz.* N N N N N poz.
7 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuata




Tabel 7

Bio-10: Lysvulpen por. ad us. vet: examinarea organelor, clasa de soareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, administrare orala

Soarece # Sex Doza de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(oral) Creier Glande Splind Plamdni Esofag Mucoasa clinice

salivare bucala (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
3 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDs/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
5 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
9 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuata




Tabel 8

Bio-10: examinarea organelor, clasa de soareci CB17/ICR-PRKDC-SCID, administrare intramusculara

Soarece # Sex Dozi de virus Examinarea post autopsie — IF si PCR Rezultate
(intramuscular) Creier Glande Splind Plamdni Esofag Mucoasa clinice

salivare bucala (28 de zile)
1 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
2 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
3 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
4 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml poz.* N N N N N poz.
5 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
6 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
7 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
8 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml poz.* N N N N N poz.
9 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml poz.* N N N N N poz.
10 Feminin | 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml Neg.* Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

* - Stabilit prin metoda imunofluorescentei (alte concluzii prin PCR)

N — Examinare neefectuata




Tabel 9

Bio-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare orala

Soarece # Sex Doz de virus Anticorpi antirabici (1U/ml) Observatii
(oral) 0 28 de zile
(inaintea testarii) (dupa testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 Nespecificat Rabie — post mortem
2 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
3 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
5 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
9 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
10 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0

Rezultat 0 0

0,02 ml x 109,0 TCID50/ml




Tabel 10

Bi0-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci CRL: CD1-FOXN1 NU, administrare intramusculara

Soarece # Sex Doz de virus Anticorpi antirabici (1U/ml) Observatii
(intramuscular) 0 28 de zile
(inaintea testarii) (dupa testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDgy/ml 0 0,87
2 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,50
3 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,66
4 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,50
5 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,87
6 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 Nespecificat Rabie — pozitiv
7 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,55
8 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0,80
9 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 0,65
10 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 0,75

Rezultat 0,02 ml x 109,0 TCID50/ml 0 0,68




Tabel 11

Bi0-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci SCID (CB17/ICR-PRKDC-SCID), administrare orala

Soarece # Sex Doz de virus Anticorpi antirabici (1U/ml) Observatii
(oral) 0 28 de zile
(inaintea testarii) (dupa testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 0
2 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
3 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
5 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDsy/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
9 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0
10 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0

Rezultat 0 0

0,02 ml x 109,0 TCID50/ml




Tabel 12

Bi0-10: raspunsul anticorpilor, clasa de soareci (CB17/ICR-PRKDC-SCID), administrare intramusculara

Soarece # Sex Doz de virus Anticorpi antirabici (1U/ml) Observatii
(intramuscular) 0 28 de zile
(inaintea testarii) (dupa testare)

1 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDse/ml 0 0
2 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
3 Feminin 0,02 ml x 10%*° TCIDs/ml 0 0
4 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDgy/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
5 Feminin 0,02 ml x 10%*° TCIDs/ml 0 0
6 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDso/ml 0 0
7 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 0
8 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
9 Feminin 0,02 ml x 10°° TCIDsy/ml 0 Nespecificat Rabie — deces
10 Feminin 0,02 ml x 10%° TCIDs/ml 0 0

Rezultat 0 0

0,02 ml x 109,0 TCID50/ml




Tabel 13
Bio-10: mortalitatea din cauza rabiei

Clasa de soareci Numiir (.je Num.ﬁr o.Ie . Numiir de decese | Rata mortalititii, % Observatii
soarecl supravietuitori
CRL; CDlp;EOXNl NU, 10 9 1 10% Rabie - pozitiv
CRL; CDli_riOXNl NU, 10 9 1 10% Rabie — pozitiv
CB17/ 'CR;)PEKD'SC'D’ 10 10 0 0% Rabie — pozitiv
CBL7/ 'CR;F:nRKD'SC'D’ 10 6 4 40% Rabie - pozitiv
CRL; CD1-FOXN1 NU 10 10 0 0% Animale experimentale
nevaccinate
CB17/ICR-PRKD-SCID 10 10 0 0% Animale experimentale
nevaccinate

Administrare: p.o. - orala, i.m. — intramusculara
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Rezumat

Avand ca bazd recomandarea OMS, patogenitatea reziduald a tulpinii virusului rabic Bio-10-
SAD Bern (componenta a vaccinului Lysvulpen por. ad us. vet.) a fost testatd pe maimute rhesus
macaque. Fiecareia din cele zece maimute, femele, in varsta de doi ani i s-au administrat pe cale
orald 2 ml x 10° TCIDs, de tulpind de virus rabic Bio-10-SAD Bern. Animalele au fost
monitorizate timp de 90 de zile. Ulterior, animalele au fost exterminate si creierelor au fost
examinate prin metoda imunofluorescentei si cea PCR, cercetandu-se prezenta virusului rabic.
Aparitia anticorpilor antirabici anterior si ulterior administrarii virusului a fost de asemenea
evaluata. Nu au fost observate simptome clinice de rabie si niciunul dintre animale nu a decedat
de rabie In urma administrarii virusului. Nu s-a detectat prezenta rabiei in urma examinarii post
mortem a animalelor de studiu. Toate animalele au dezvoltat anticorpi antirabici pe durata celor
90 de zile ulterioare administrarii virusului rabic. Se poate conchide ca, virusul Bio-10-SAD
Bern administrat intr-o doza egald cu doza maxima inzecita specifica utilizarii in teren este
sigurd pentru maimutele din specia rhesus macaque. Acest studiu este primul de acest tip realizat
asupra maimutelor din specia rhesus macaque.

Virus vaccin, administrare orala, patogenitate reziduala, autopsie, anticorpi antirabici

Imunizarea pe cale orald a animalelor salbatice impotriva rabiei a devenit parte integranta
din lupta impotriva acestei boli fatale atat in Europa cat si in America de Nord.

Orice vaccin oral pentru imunizarea animalelor salbatice ar trebui sd fie eficient (de
exemplu, sd produca imunitate protectoare la speciile de animale tintd) si trebuie sa fie inofensiv
atat pentru speciile de animale tinta cat si pentru cele care nu sunt tinta. Caracterul inofensiv este
evaluat la speciile de animale tinta dar si la alte specii de animale (care nu sunt tintd) care pot
intra 1n contact cu vaccinul in urma raspandirii lui in mediul inconjurdtor. Vaccinul nu trebuie
nici sa induca rabia la animale si nici s-o raspandeasca animalelor sensibile la aceastd boala prin
intermediul celor vaccinate.



Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS 2005), Organizatia Mondiala pentru Sanatatea
Animalelor (OMSA 2002, 2008) si Farmacopeea Europeana (2007) au identificat conditii si au
publicat recomandari legate de cerintele vaccinurilor intentionate a fi utilizate pentru imunizarea
orald a animalelor sdlbatice, care trebuie indeplinite inainte ca vaccinurile sa fie lansate pentru
utilizarea in teren. Blancou si Meslin (1996) au recomandat ca testul de patogenitate reziduala sa
fie realizat pe maimute.

Scopul acestui studiu a fost verificarea sigurantei tulpinii de virus rabic Bio-10-SAD
Bern asupra maimutelor rhesus macaque in conditii optime de practica de laborator (GLP).

Materiale si metode

Tulpina de virus rabic Bio-10-SAD Bern

In cadrul acestui studiu s-a folosit tulpina virusului rabic Bio-10-SAD Bern in primul lot de
productie (MSV + 1). Virusul Bio-10-SAD Bern isi are originea in tulpina SAD Bern (tulpina de
vaccin utilizata pentru imunizarea animalelor salbatice impotriva rabiei).

Titrul folosit al tulpinii virusului rabic Bio-10-SAD Bern a fost 10° TCIDso/ml (TCIDs; este
definit ca o diluare a virusului necesara pentru a infecta 50% din cultura de celule inoculatd) care
este de 10 x titrul maxim al virusului din vaccinul Lysvulpen por. ad us. vet. folosit in teren
pentru vaccinarea orala a animalelor salbatice impotriva rabiei.
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Animale de studiu

Grupul animalelor de studiu a fost alcatuit din 10 maimute femele din rasa rhesus macaque
(Macaca mulatta) din propriul nostru laborator de reproducere Biotest Konavorice, in varsta de 2
ani, cu o masa corporald intre 3,3 pand la 4,2 kg, nevaccinate Tmpotriva rabiei, deparazitate de
catre Ivomec (Merial, Franta) cu o doza de 0,2 mg ivermectina per kg de masa corporala inainte
de examinarea din laborator. Experimentul a fost aprobat de Ministerul Agriculturii (Nr.
10984/2010-MZE-17210). Initial maimutele au fost asezate in custi in mod individual.
Temperatura ambiantd a fost 20-24° C, umiditatea relativa 30-70%; variabilele de ambient au
fost monitorizate si inregistrate zilnic. Custile au fost curatate de doua ori pe saptamana iar aerul
proaspat era furnizat zilnic. Conditiile au inclus si lumina naturala. Maimutele au fost hranite cu
hrana normald granulata, suplimentata cu fructe sau legume proaspete. Animalelor li s-a permis
sd se adapteze timp de 2 sdptamani in custile lor Tnainte de administrarea virusului. Dupa
administrarea virusului, fiecare animal a fost tinut in cusca sa pe intreaga perioada de 90 de zile.



Administrarea virusului, recoltarea de sange si prelevarea probelor

Tulpina virald a Bio-10-SAD Bern a fost administrata pe cale orald la radacina limbii in cantitate
de 2,0 ml x 10%° TCIDx (de zece ori doza maxima a virusului din teren). Nu au fost administrate
niciun fel de medicamente sedative. Fiecare maimuta a fost imobilizata fizic, i-a fost introdus un
calus si dupa ce i s-a deschis gura, virusul test a fost administrat foarte incet cu ajutorul unei
seringi de plastic prevazutd cu un dispozitiv de cauciuc in loc de ac. Maimuta a fost monitorizata
in timp ce inghitea virusul pe durata administrarii lente a acestuia. Inainte de administrare,
animalele au fost cantarite si li s-a recoltat sange pentru a masura volumul de anticorpi antirabici
din el. Maimutele au fost monitorizate zilnic cu accent pe aparitia simptomelor clinice de rabie.
Animalele au fost cantirite zilnic. In a 90-a zi a perioadei de monitorizare li s-a recoltat singe
din nou pentru masurarea anticorpilor antirabici, apoi animalele au fost exterminate prin
administrarea intravenoasd a preparatului farmaceutic T 61 (producator Intervet International
B.V., Olanda) intr-o doza de 0,5 ml/ 1 kg de masa corporala. Mostre din cortexul cerebral,
cerebel, medulla oblongata si hipocamp au fost prelevate in timpul autopsiei pentru depistarea
rabiei prin metoda imunofluorescentei si prin metoda PCR.

Examinarea probelor biologice

Mostrele de ser din sangele recoltat, atat inainte cat si dupa testare, au fost analizate pentru
depistarea prezentei de anticorpi antirabici cu ajutorul testului Neutralizare Fluorescenta a
Virusului Anticorp (FAVN) (Clinquet et al. 1998).

Mostrele din creier (cortex cerebral, cerebel, medulla oblongata si hipocamp) au fost examinate
prin metoda fluorescentei directe pentru depistarea prezentei antigenului virusului. (Dean si
Abelseth 1973).

Aceleasi mostre de creier (cortex cerebral, cerebel, medulla oblongata si hipocamp) au fost
examinate prin metoda Reactiei de Polimerizare in Lant (PCR) pentru depistarea prezentei
antigenului virusului. (Wakeley et al. 2005).

ARN-ul complet a fost izolat direct din 20% tesut cerebral omogenizat folosind un dispozitiv de
lucru BioRobot M48 si un Kit MagAttract Viral RNA M48, asa cum a fost recomandat de catre
producator (Qiagen). ARN a fost folosit TagMan RT-PCR ca model in procedura in timp real si
intr-o singura faza, folosind s kit-ul Qiagen One Step RT-PCR. Pentru un singur rezervor de apa
au fost utilizate urmatoarele: 5,75 pul RNase, Sul 5 x amortizor de reactie RT-PCR, 1 pl amestec
dNTP (100mM), 6 ul MgCl; (25inM), 0,1 pul RNAsin (Promega), 1 ul amestec de enzime, 0,2 pl
fiecare pentru primer pentru inainte si inapoi (50 uM) si 0,25 pl amestec de sonda (30 pm).
Primerii si sondele folosite in cadrul testului au fost publicate de Wakely et al. 2005. La final s-
au folosit 5 ul de ARN la un volum total de 25 pl. Au fost efectuate RT-PCR-uri pe un Ciclu iQ5
(BioRad). A fost folosit urmatorul profil de temperatura: 30 min la 60° C (transcriere inversd),
15 min la 95° C (inactivare transcriptaza inversa/ activare polimerizare) urmata de 45 de cicluri
la 10 s la 95° C (denaturare), 45 s la 55° C (calire) si 30 s la 72° C (prelungire). Valorile de
fluorescentd au fost inregistrate in timpul fazelor de calire. Pentru testul in timp real TagMan
RT-PCR, ciclul limita al virusului SAD Bern cu titrul 10"% TCIDso/ ml a fost folosit ca
dispozitiv de control pozitiv si a fost stabilit ca egal cu 22.
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Rezultate

Nu au fost inregistrate deviatii de la starea fiziologicd normala si nici simptome de rabie prin
monitorizarea zilnicad a celor 10 maimute. Toate mostrele (cortex cerebral, cerebel, medulla
oblongata si hipocamp) prelevate in timpul autopsiei dupa finalizarea testarii virusului rabic atat
prin fluorescenta directa cat si prin metoda, au rezultat ca fiind negative.

Folosind metoda FAVN, nu au fost detectati anticorpi la animale inainte de testare. Dupa
finalizarea testului toate cele 10 maimute au manifestat anticorpi antirabici specifici de la 1,5
[U/ml pana la mai mult de 40 IU/ml (Tabel 1).

Dezbateri

Multe tari din Europa s-au angajat in acest proiect, lansat in 1978, de vaccinare oralad a
animalelor salbatice impotriva rabiei utilizand vaccinuri ce contin tulpini vii reduse de rabie
derivate din tulpinile SAD. OMS a lansat o serie de recomandari legate de evaluarea caracterului
inofensiv al vaccinurilor orale (OMS 1989, 1992, 1992b, 1993, 1993 b, 1994, 1995, 1998). Cu
toate acestea, utilizarea vaccinurilor este asociatd cu unele riscuri ale patogenitatii reziduale
reprezentate de derivatele tulpinii SAD.

Patogenitatea reziduald superioara la rozatoare a fost subiectul lucrarilor lui Winkler et al.
(1976), Wachendofer et al. (1978), Steck et al. (1982), Leblois et al. (1988), Artois et al. (1992)
si Vos et al. (1999). Wandeler (1988) a descris rabia la un pui de vulpe, o pisica si un jder de
piatra in urma administrarii orale a tulpinii SAD Bern. Rupprecht (1990) a raportat rabie la 7
sconcsi din 11 animale carora le-a fost administrat virusul vaccin SAD B-19 per os.

Rabia a fost identificata de catre Bingham et al. (1992) la 2 din 4 Papio ursinus carora le-
a fost administrata tulpina SAD Bern pe cale orald. Un caz de rabie la vulpi in urma administrarii
orale a virusului SAD B19 in vederea imunizarii orale a fost identificat in Austria (Vanek et al.
2004). Patru vulpi cu rabie indusa de virusul SAD B19 au fost identificate in Germania in timpul
campaniilor de vaccinare orala impotriva rabiei din 2001, 2002, 2004 si 2005 (Mueller et al.
2005). Saisprezece cazuri de rabie post-vaccinare au fost inregistrate In Canada intre 1989-2004



la 4 vulpi rosii, 2 caini enot, 2 sconcsi si 1 vitel printre alte animale (intalnirea RITA Brazilia
2006).

Din pacate, acest risc este indicat si de noile vaccinuri antirabice. Tulpina mutagena de
rabie SAG 1 retine patogenitatea reziduald in urma administrarii intracerebrale la soareci sugari
(Schumacher et al. 1993). Unei femei tinere, muscata de un cdine cand incerca sa ii indeparteze
din gura mancarea momeala, i-au aparut leziuni ale pielii de tipul variolei, din cauza
recombinantului de tulpina de rabie VRG (Rupprecht et al. 2001).

Cazul de patogenitate reziduala al tulpinii SAD Bern, in urma administrarii orale a 2 ml
la titru de 10”° TCIDx, fieciruia dintre cei 4 babuini si care a indus rabie fatala la 2 dintre acestia
(perioada de incubare intre 11 si 13 zile), a fost citat in mod frecvent in legaturd cu aparitia
acesteia la derivatele tulpinii SAD (Bingham et al. 1992). Totusi, multe aspecte ale acestui caz
sunt neclare. Inocularea exacta a virusului in cavitatea bucald nu este clard; virusul ar fi putut fi
administrat in cavitatea nazald sporind astfel predispozitia animalelor la rabie (virusul vaccin a
fost administrat animalelor anesteziate). In plus, starea sanatatii animalelor este necunoscuti, in
special In ceea ce priveste statutul imunitatii lor (daca animalele au o slaba imunizare),
contaminarea lor cu diferiti paraziti, etc. Nu existd informatii despre gazduirea babuinilor,
tiparele de alimentatie, tratamentul sau alte informatii relevante pentru evaluarea experimentului.
De aceea am decis (in concordanta cu recomandarile OMS) sa reproducem testarea pe o specie
similara de maimute si anume rhesus macaque si pe un grup mai mare de animale (n = 10) in
conditii obiective stricte.

In contrast cu testarea mai sus mentionati de citre Bingham et al. (1992) si cu testarea
mai recentd a lui Vos et al. (1999), maimutele din experimentul nostru nu au fost anesteziate sau
sedate cu nici un fel de medicament farmaceutic. De fapt, anestezia sau sedarea pot conduce la
administrarea incorectd a virusului; virusul poate patrunde in cavitdtile nazale unde nu poate
intra in conditii fiziologice normale. Acest loc este foarte predispus la inducerea rabiei. Noi am
administrat virusul cu ajutorul unei seringi de plastic prevazuta cu un dispozitiv de cauciuc.
Maimutele au fost imobilizate de personalul laboratorului (membrele toracice au fost fixate in
urma corpului, capul a fost tinut in pozitie fixa de catre o asistentd si gura a fost tinuta deschisa
cu un calus prevazut cu o deschizaturd). Virusul a fost administrat prin deschizatura calusului la
radacina limbii cu ajutorul unei seringi de plastic prevazuta cu un dispozitiv de cauciuc. Datoritd
administrarii lente, maimuta a inghitit virusul, deci efectul fiziologic a fost identic cu cel scontat
dacd animalul ar fi mancat o momeala ce continea virusul in cadrul unei campanii naturale de
imunizare. Faptul ca virusul a intrat in contact cu organele imuno competente (amigdale) a fost
evidentiat prin formarea de anticorpi antirabici de neutralizare a respectivului virus. Anticorpii
antirabici de neutralizare a virusului au fost detectati cu ajutorului testarii FAVN, o metoda care
permite titrului anticorpilor antirabici specifici sd se exprime in unitdfi recunoscute la nivel
international.

Nu au fost observate deviatii de la starea normald de sandtate a animalelor in timpul
perioadei de monitorizare de 90 de zile dupa administrarea virusului. Animalele experimentale
au dat impresia de sdnatate, au mancat foarte bine cu un apetit normal si au luat in greutate.
Examinarea post mortem a celor 4 parti ale creierului care sunt foarte sensibile la rabie, de
exemplu cortexul cerebral, cerebelul, medulla oblongata si hipocampul, folosindu-se testarea
senzitiva cu fluorescenta directd sau testarea PCR extrem de senzitiva, nu au indicat rabie la
niciun animal.



Administrat in doze egale cu doza maxima inzecita specificd pentru speciile de animale
tintd, tulpina virusului rabic Bio-10-SAD Bern a fost absolut inofensivd pentru animalele
experimentale din specia maimutelor rhesus macaque.
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