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A. TESTE IN LABORATOR

1. Testarea eficacitatii la vulpile rosii (Vulpes vulpes)

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 patruzeci si cinci de vulpi rosii (Vulpes vulpes). Treizeci si
cinci de vulpi 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 Bern. Imunizarea a fost realizata 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 séange 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 numarului 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 (rabie negativa). In plus, vulpea nr. L85 a fost
exclusd din procedura de testare in luna a doua de dupa imunizare, datorita unei timiditati 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 aplicata 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 protectie a fost generata in totalitate la o lund dupa imunizare si ca s-a mentinut un nivel
suficient de protectie pe durata intregului interval de testare, adica timp de sase luni dupd 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 buna a vaccinului, in conditiile Tn care
treizeci si una de vulpi imunizate au supravietuit infectarii de verificare (adica 94 la suta) si doar doua
vulpi (adica 6 la sutd) au decedat de rabie. Acestea au fost vulpile L66 si L81, care nu au 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 fara suferinta imediat
dupa incheierea perioadei de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a virusului de
rabie, Tn baza metodei de imunofluorescenta directa si Tn baza unui test biologic. Prezenta rabiei nu a
fost demonstrata la animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstrata la toate cele zece
vulpi martor, care au decedat.

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

Dizertatie

Testarea eficacitatii vaccinului antirabic pentru imunizarea pe cale orala a vulpilor, efectuata pe specia
tintd prin intermediul administrarii naturale a vaccinului comercial si evaluarea eficacitatii prin
intermediul examinarii 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 depasesc 0.5 IU, si
supravietuirea a cel putin 92 la suta din animalele vaccinate in cadrul testarii, in conditiile in care 90 la
sutd din animalele martor, nevaccinate, decedeaza. 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 reprezinta vectorul principal al rabiei pe teritoriul Europei. Mostra de vaccin
LYSVULPEN por. ad us. vet. induce un nivel ridicat de imunitate specifica de protectie impotriva
virusului de rabie de strada, la vulpile imunizate, si are 0 importanta extraordinara pentru asigurarea
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imunoprofilaxiei impotriva acestei boli. Formarea imunitatii de protectie la
vulpile vaccinate este probabil mai ridicatd decat cele 94 de procente pe care le-am demonstrat, Tn
conditiile Tn care atat vulpea decedata (nr. L73) cat si vulpea exclusa din procedura de testare (nr. L85)
dispuneau de un titru suficient de anticorpi de protectie si este foarte probabil ca acestea sa fi
supravietuit infectirii de verificare. In acest caz imunitatea de protectie generati dupa imunizare ar fi
fost de aproape 95 la sutd. Rezultatele examinarii serologice (determinare IU) au demonstrat o reactie
foarte buna 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 inca de la prima recoltare
de probe de singe, efectuatd la o lund dupa imunizare. In baza nivelului ridicat de anticorpi detectat la
prima prelevare, se poate deduce fard indoiald faptul ca imunitatea de protectie 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 catre 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 suta din vulpile rosii vaccinate).

Concluzie

Un test de eficacitate al preparatului LYSVULPEN por. ad us. vet., care contine tulpina vie de
vaccinare SAD Bern, 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 eficacitatii
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

Nr. de Caracteristicile animalului
NIr. curent | jontificare )
al . e Comentarii
animalului _ a _ varsta sex stare de sanatate
animalului
1 L61 3,5 luni g buni
2 L62 3,5 luni 3 buni
3 L63 3,5 luni Q buna
4 L64 3,5 luni g buni
5 L65 3,5 luni Q buni
6 L66 3,5 luni 3 buni
7 L67 3,5 luni Q buna
8 L68 3 luni Q buni
9 L69 3 luni g buni
10 L70 3 luni 3 buni
11 L71 3 luni Q buni
12 L72 3 luni Q buni
. . cel mai slab individ dintre
13 L73 3 luni d bund animalele tinere
14 L74 3,5 luni 3 buni
15 L75 3,5 luni 3 buni
16 L76 3,5 luni Q buni
17 L77 3,5 luni 3 buni
18 L78 3,5 luni Q buni
19 L79 3 luni Q buni
20 L80 3 luni Q buni
21 L81 3 luni 3 buni
22 L82 3 luni Q buna
23 L83 3 luni Q buna
24 L84 3 luni 4 buna
25 L85 3 luni Q buna timiditate, automutilare
26 L86 3,5 luni Q buni
27 L87 3,5 luni 4 buna
28 L88 3,5 luni 3 buni
29 L89 3,5 luni Q buni
30 L90 3,5 luni Q buni
31 L91 3,5 luni Q buni
32 L92 3 luni 3 buni
33 L93 3 luni 3 buni
34 L94 3 luni Q buni
35 L95 3 luni Q buna
36 L96 3 luni 3 buni
37 L97 3 luni 4 buna
38 L98 3 luni Q buna
39 L99 3 luni Q buna
40 L100 3,5 luni Q buna
41 L101 3,5 luni Q buna
42 L102 3,5 luni 4 buna
43 L103 3,5 luni Q buna
44 L104 3,5 luni 4 buna
45 L105 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 — metoda de Smith, J. S. si
partenerii (1973).
a2) demonstrarea virusului — creierul tuturor vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atat animalele vaccinate, cét si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
eutanasiate 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 testarii
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

c) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10"Y/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., [vanovice 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 3,5 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
d5) Identificare— un tatuaj pe auricul

d6) Numar de animale — 45

d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost mentinute n tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Tntr-o incinta interioara, cu o zond de odihna pentru vulpi, si 0 zona exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazutd cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri patrati, pentru cinci vulpi.

d8) Hrianirea animalelor — vulpile au fost hranite 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 hrana din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandarilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, in speta la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané

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

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-0
singura transa

Schema de recoltare a séangelui — sangele a fost recoltat nainte 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 — 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 agricultura si inginerie — specializarea: veterinara, in
Krométiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana 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 profesionala:

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 profesionala: imunologie, virusologie

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

u/mi examinare post
. . Doza Rezultate mortem
Nr. | Nr. Lot .Z' 0 .Z.' verificare | verificare — . Nota
crt. | vulpe WPHCAE| | L wuni | 21uni | 3tuni | 41uni | 5 tuni | 6 tuni | YN (MICLD) | lag0zile |flUSTeSCENE] test.
inic. irecta biologic
1 | L61 | 3406 |16.6.99| O | 255 | 458 | 515 | 524 | 51,8 | 485 |22.1299| 10000 |supravietuire| negativ negativ
2 | L62 | 3406 [16.6.99| O 9,8 315 46 46,2 475 | 46,6 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
3 | L63 | 3406 [16699| O | 31,4 | 61,2 | 684 | 70,4 | 61,4 | 558 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
4 | L64 | 3406 |16.6.99| O 21,6 | 46,2 52,4 61,6 53,8 50,2 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
5 | L65| 3406 [16.699| 0 | 294 | 478 | 525 | 57,7 | 56,8 | 51,1 | 22.12.99 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
6 | L66 | 3406 |16.6.99| O 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
7 | L67 | 3406 [16.6.99| O 2,9 17,5 294 | 314 | 30,2 28,7 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
8 | L68 | 3406 |16699| O | 31,8 | 66,1 | 68,7 | 70,7 | 658 | 60,4 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
9 | L69 | 3406 [16.6.99| O 30,1 | 45,8 60,2 61,7 60,2 57,3 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
10 | L70 | 3406 [16.6.99| O | 26,2 | 385 | 419 | 448 | 452 | 44,8 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
11 | L71 | 3406 |16.699| O 254 | 38,1 446 47,2 46,7 459 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
12 | L72 | 3406 |16.699| O 294 | 444 | 48,8 48,9 46,9 478 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
deces —
13 | L73 | 3406 |[16.6.99| O | 23,2 | 352 | 46,2 - - - 22.12.99 | 10000 |supravietuire| negativ negativ | rabie
neg.
14 | L74 | 3406 |16.6.99| O 7.8 196 | 31,7 | 33,1 | 30,5 | 30,2 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
15 | L75 | 3406 [16.6.99| O | 29,2 | 39,7 | 455 | 46,2 | 48,2 | 44,7 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
16 | L76 | 3406 |[16.6.99| O | 32,2 | 455 | 51,4 | 53,7 | 557 | 51,6 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
17 | L77 | 3406 [16.6.99| O | 30,6 | 47,2 | 42,7 | 56,2 | 556 | 54,9 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
18 | L78 | 3406 |16.6.99| O | 17,7 | 30,3 | 40,3 | 449 | 51,8 | 51,8 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
19 | L79 | 3406 [16.6.99| O | 189 | 324 | 40,2 | 41,7 | 452 | 44,7 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
20 | L80 | 3406 [16.6.99| O | 294 | 399 | 46,2 | 47,2 | 454 | 451 |22.1299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
21 | L81 | 3406 [16.6.99| O 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
22 | L82 | 3406 [16.6.99| 0 | 112 | 27,6 | 44,6 | 48,9 | 457 | 44,8 |22.1299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
23 | L83 | 3406 [16.6.99| O | 16,8 | 354 | 46,8 | 51,7 | 49,9 | 47,7 |22.1299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
24 | L84 | 3406 |16.6.99| O | 26,7 | 40,2 | 499 | 52,2 | 50,1 | 49,1 |22.12.99 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
LYSVULPEN v




q% BIOVETA, a. s. Komenského 212, 683 23 lvanovice na Hané, Czech Republic,
tel.: +420 517 318 500, e-mail: comm@bioveta.cz
examinare post
. 1U/ml . Doza Rezultate mortemp
Nr. | Nr. Zi Zi e o .
crt. | vulpe Lot aplicare 0 . . . . . . | verificare verificare verlflcar.e | fluorescenta |  test Not
- [ 2luni | 21luni | 3luni | 4luni | 51uni | 6 luni (MICLDsp) | 1290 zile directs ; . .

inic. irecta biologic
25 | L85 | 3406 |16.6.99| 0 | 298 | 448 | - - - ~ 1221299 | 10000 |supravietuire| negativ | negativ ti%?ga
26 | L86 | 3406 |16.6.99| O 34 60,1 | 682 | 72,6 | 70,5 | 67,5 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
27 | L87 | 3406 |16.699| O 22,7 | 37,2 446 446 455 | 449 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
28 | L88 | 3406 |16.699| O 18,2 | 334 | 471 51,8 50,4 | 48,6 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
29 | L89 | 3406 |16.6.99| O | 24,7 | 386 | 491 | 50,2 | 41,9 | 40,1 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
30 | L90 | 3406 [16.6.99| O 27,2 | 40,2 49,5 51,6 52,0 | 48,6 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
31 | L91 | 3406 |16.6.99) O | 26,8 | 40,8 | 51,4 | 51,4 | 50,2 | 49,1 |22.12.99| 10000 |supravietuire| negativ negativ
32 | L92 | 3406 [16.6.99| O 25,7 | 445 49,8 49,9 45,2 41,9 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
33 | L93 | 3406 |16.6.99) O | 31,2 | 51,7 | 552 | 58,2 | 554 | 50,2 |22.12.99 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
34 | L94 | 3406 |16.699| O | 26,5 | 46,2 | 51,7 | 525 | 50,3 | 48,9 | 221299 | 10000 |supravietuire| negativ negativ
35 | L95 | 3406 [16.6.99| O 249 | 46,8 51,6 52,2 50,8 47,3 | 22.12.99 10000 |supravietuire| negativ negativ
36 | L96 | martor 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
37 | L97 | martor 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
38 | L98 |martor 0 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 22.12.99 | 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 )g 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
43 | L103 | martor = 0 0 0 0 0 0 0 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
44 | L.104 | 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 22.12.99 | 10000 deces pozitiv pozitiv
titru mediu anticorpi (1U/ml) 0 | 228 | 388 | 46,4 | 48,6 | 50,2 48
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2. Testarea eficacititii la ratoni (Nyctereutes procyonoides)

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 numdr 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 realizata 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 sange de la toti ratonii testati, 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 numarului de unitati internationale (1U) prezente in ser. La sase luni de la
imunizare, toti ratonii testati (adica zece ratoni vaccinati si cinci ratoni nevaccinati) au fost supusi
virusului de rabie de strada prelevat de la o vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul
Republicii Cehe, 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. Ratonii au fost monitorizati timp de 90 de zile dupa
infectare. Rezultatele serologice au confirmat faptul ca imunitatea de protectiec a fost generatd in
totalitate la o luna dupa imunizare si ca s-a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata intregului
interval de testare, adica timp de sase luni dupa imunizare.

Testul de verificare a demonstrat o imunitate bunad de protectie a vaccinului, in conditiile in care zece
ratoni imunizati au supravietuit infectarii de verificare (adica 100 la suta). Toate animalele testate, atat
cele decedate, cét si animalele care au fost eutanasiate fara suferinta imediat dupa incheierea perioadei
de testare, au fost verificate cu privire la prezenta in creier a virusului de rabie, Tn baza metodei de
imunofluorescenta directa si Tn 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 testarii vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet. la cdinii enot
indeplineste toate criteriile de verificare definite de catre Farmacopeea Ceha 97 pentru acest tip de
testare.

Dizertatie

Testarea eficacitatii vaccinului antirabic pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor, efectuata pe specia
tinta prin intermediul administrarii naturale a vaccinului comercial si evaluarea eficacitatii prin
intermediul examinarii serologice si a testului de supunere la actiunea virusului, reprezinta 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 suta din animalele vaccinate in cadrul testarii, in conditiile Tn care 90 la
sutd din animalele martor, nevaccinate, decedeaza. 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 protectie Tmpotriva
virusului de rabie de strada, la cainii enot imunizati, si are o importanta extraordinara pentru asigurarea
imunoprofilaxiei Tmpotriva acestei boli. Rezultatele examindrii 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 1U, de anticorpi antirabici specifici, a fost dovedit serologic inca de la
prima recoltare de probe de singe, efectuatd la o lund dupa imunizare. In baza nivelului ridicat de
anticorpi detectat la prima prelevare, se poate deduce fara indoiala faptul ca imunitatea de protectie se
formeaza mult mai devreme dupa consumarea momelii, Thainte de trecerea primei luni de zile, atunci
cand imunitatea de protectie a fost demonstrata in baza efectudrii 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, ih 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)

NI, curent ideﬁ:i.f(ijceare Caracteristicile animalului )
: al : a varsta sex stare de sanatate Comentaril
animalului animalului
1 M31 3,5 luni 3 buna
2 M32 3,5 luni Q buna
3 M33 3,5 luni 3 buna
4 M34 3,5 luni 3 buna
5 M35 3,5 luni 4 buni
6 M36 3,5 luni Q buna
7 M37 4 luni Q buna
8 M38 4 luni Q buna
9 M39 4 luni 1) buna
10 M40 4 luni Q buna
11 M41 3 luni Q buna
12 M42 3 luni 3 buna
13 M43 3 luni 3 buna
14 M44 3 luni Q buna
15 M45 3 luni Q buna
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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate:
al) Determinarea numarului 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, ct si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost eutanasiate sau
dupd 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 testarii
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

c) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10"Y/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 Tn cadrul testului
d1) Specie — raton

d2) Gen sau familie — raton (Nyctereutes procyonoides)

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

d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe

db5) Identificare— un tatuaj pe auricul

d6) Numar de animale — 15

d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - ratonii au fost mentinuti in tarcuri de cate 5
animale per tarc. Ratonii de acelasi sex au fost plasati Tntotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Tntr-o incintd interioara, cu o zona de odihna pentru animale, si 0 zona 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 patrati, pentru cinci ratoni.

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

d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., lvanovice 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 sangelui

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 sédngelui — séngele 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
Krométiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana 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 profesionala:

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 profesionala: imunologie, virusologie

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

1U/ml . examinare post mortem
. . Doza Rezultate

Nr. | Nr. Lot .Z' 0 . . . . . . .Z.' verificare | verificare — | fluorescenta test Nota
crt. | raton aplicare in_it Lluni | 21luni | 3luni | 4luni | 51uni | 6 luni |verificare (MICLDso) | 12 90 zile directs biologic
1 [M31| 3406 |28.799| O | 10,2 | 21,0 | 235 | 250 | 26,2 | 24,7 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
2 |M32| 3406 |28.799| O 14,1 19,1 20,8 23,6 25,7 23,9 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
3 |M33| 3406 [28.799| 0 | 12,2 | 23,2 | 23,6 | 249 | 253 | 24,7 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
4 |M34| 3406 |28.799| O 14,1 21,4 23,1 24.6 26,1 25,0 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
5 |M35| 3406 [28.799| O 9,8 209 | 225 | 239 | 254 | 241 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
6 |[M36| 3406 [28.799| 0 | 10,9 | 214 | 23,0 | 258 | 26,1 | 24,7 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
7 |M37| 3406 |28.799| O 12,1 18,9 215 23,7 24,9 23,5 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
8 |M38| 3406 [28.799| 0 | 11,3 | 22,6 | 23,3 | 252 | 26,1 | 242 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
9 |M39| 3406 |28.7.99| 0O 12,8 20,8 22,7 24.6 25,9 242 | 11.2.00 10000 |supravietuire| negativ negativ
10 |[M40| 3406 |28.799| O | 126 | 215 | 21,9 | 238 | 24,7 | 235 | 11.2.00 10000 |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 | slo] o 0 0 0 0 0 | 11.2.00 | 10000 deces pozitiv. | pozitiv
13 | M43 | martor | 5 :é 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 S 0 0 0 0 0 0 11.2.00 10 000 deces pozitiv pozitiv

Titru mediu anticorpi (IU/ml) | 0 | 12,01 | 21,08 | 22,59 | 24,51 | 25,64 | 24,25
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3. Testarea formarii imunitatii la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa imunizarea cu vaccinul
LYSVULPEN por. ad us. vet.

Rezumat

Pentru testare s-a utilizat un numar total de douazeci si cinci de vulpi rosii (Vulpes vulpes) tinere, cu
varsta intre 3,5 si 4 luni. Vulpile au fost impartite Tn cinci grupe de testare de cate cinci animale.
Tnainte de Tnceperea testului s-a recoltat sange de la toate vulpile pentru a determina titrul initial de
anticorpi antirabici. Tn 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
Bern. 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. Infectarile au fost realizate la 7,
14, 21, 28 si 35 dupd imunizare. Doza de infectare pentru un individ a fost de 10,000 MICLDsy,
impartita in 0,5 ml aplicati Tn ambii muschi maseter ai animalului. Pana la momentul infectarii, s-a
recoltat sange 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 ca 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 ca imunitatea de protectie la animalele tintda — vulpi rosii
(Vulpes vulpes) — se formeaza 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 baza care se testeaza cu scopul de a dezvolta un preparat nou. Familiarizarea
cu momentul Tn care animalul imunizat este protejat Th totalitate impotriva infectarii pe teren este de o
importanta practica considerabild pentru determinarea strategiei de vaccinare, cu scopul de a crea o
populatie protejata, cat se poate de mare, in cadrul animalelor tinta.

Este necesar a lua in calcul faptul ca formarea imunitatii este afectata de mai multi factori. Factorul
principal este titrul de virus al vaccinului. Cu cat mai repede animalele tinta consuma 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 atdt mai solizi sunt acestia.
Urmatorul factor este temperatura exterioard. La temperaturi care depasesc 30 °C, eficacitatea
vaccinului scade rapid. Tn timpul iernii, la 0 temperatura de 0 °C si mai scazuti, virusul de vaccinare
din momeald ingheatd. Astfel, dupa ce momeala este consumata de catre animalele tintd si blisterul
este spart, virusul de vaccinare nu este in stare sd curgd inspre exterior si nu stimuleazd zonele de
imunitate din cavitatea orala si din nasopharynx, ci este nghitit impreuna cu momeala si Se
dezactiveaza pe tractul de alimentare, fara a fi indus formarea de anticorpi specifici de neutralizare a
virusului si formarea imunitatii de protectie. Formarea imunitatii si formarea conditiilor de protectie
impotriva infectarii in teren cu virusul de rabie sunt afectate de asemenea de catre speciile tinta in sine.
Starea de sanatate a animalelor in mod special are un impact asupra formarii unei reactii ferme de
imunizare, dupd consumarea momelii. Starile indivizilor fara 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 Bern, 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 verificirii formérii imunitatii dupa

imunizarea impotriva rabiei
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

NI curent | - Nr_. Qe Caracteristicile animalului

al identificare o o Comentarii
animalului animz ului varsta sex stare de sanatate

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 buni

5 N5 3,5 luni 3 buni

6 N6 3,5 luni 3 buna

7 N7 4 luni Q buna

8 N8 4 luni Q buna

9 N9 4 luni 3 buna coada roasa

10 N10 3,5 luni Q buna

11 N11 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 luni 3 buna

17 N17 4 luni 3 buna

18 N18 4 luni 3 buna

19 N19 4 luni Q buna

20 N20 4 luni g buna canin eliminat

21 N21 3,5 luni g buna

22 N22 3,5 luni Q buna

23 N23 3,5 luni 3 buna

24 N24 3,5 luni g buna

25 N25 3,5 luni Q buni
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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 vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atat animalele vaccinate, cét si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
eutanasiate 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 testarii
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

c) 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., [vanovice 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
db5) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numar de animale — 25
d7) Conditii in care au fost mentinute animalele - vulpile au fost mentinute n tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Tntr-o incinta interioara, cu o zond de odihnad pentru vulpi, si o zona exterioara. Incinta
interioard 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 patrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hranirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producator comercial inregistrat in Republica Ceha, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrana din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandarilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, in speta 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., lvanovice na Hané
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g) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de administrare si orele de
administrare, schema de recoltare a sangelui

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

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 véarsta
intre 3,5 si 4 luni, Intr-o singura transa

Schema de recoltare a sangelui — sangele a fost colectat Tnainte de Tnceperea testului si apoi gradual,
n cadrul grupelor individuale de testare, pana in a 35°zi dupa 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: veterinara, in
Krométiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana 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 profesionala:

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 profesionala: imunologie, virusologie

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

Examinare post

NI Cul\rlg.nt NI Recoltare sange si determinare 1U/ ml Verificare Doz verificare \I?:rzi?ilggtg mortem ot
grupa vulpe | O 7 14 21 28 35 (MICLDs) ; fluorescenta |  test
vulpe o . X . X . 90 zile o . .
-init. | zile | zile | zile | zile | zile directa biologic
1 N1 0 0,1 - - - - 7 lee.dupa 10 000 deces pozitiv pozitiv
imunizare
7 zile dupa . .
2 N2 0 0 - - - - imunizare 10 000 deces pozitiv pozitiv
1 3 N3 0 0,15 - - - - 7 lee.dupa 10 000 deces pozitiv pozitiv
imunizare
7 zile dupa . .
4 N4 0 0,1 - - - - imunizare 10 000 deces pozitiv pozitiv
5 N5 0 0,1 - - - - 7 lee.dupa 10 000 deces pozitiv pozitiv
imunizare
6 Ne | o | o |o3s| - | - | - | l4ziledupa 10 000 deces pozitiv | pozitiv
imunizare
7 N7 0 0 |030]| - - _ | 14ziledupa 10 000 deces pozitiv pozitiv
imunizare
2 8 N8 0 0,15 | 0,55 - - - 1.4 Zﬂe. dupd 10 000 supravietuire | negativ negativ
imunizare ’
9 N9 | 0 | 02 | 065 - - _ | l4ziledupd 10 000 supravietuire| negativ | negativ
imunizare ’
10 N10 0 0,1 | 0,55 - - - 1.4 Z'Ie. dupa 10 000 supravietuire |  negativ negativ
imunizare
11 | N1t| o | o |o3s|ag| - | - | 2lzledupd 10000  |supravieire| negativ | negativ
imunizare ’
3 12 N12 0 0 045 | 55 - - 2.1 Zﬂe. dupa 10 000 supravietuire | negativ negativ
imunizare ’
13 [N3| o |o015| 07 |85 | - | - | 2lzledupd 10000  |supraviewire| negativ | negativ
imunizare ’
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Examinare post

Nr. Recoltare sange si determinare 1U/ ml . Rezultate
Nr. curent NI Verificare Doz verificare verificare mortem Nota
grupa vulpe 0 7 14 21 28 35 (MICLDsp) ; fluorescenta test
vulpe L . . . X . 90 zile o . .
-init. | zile | zile | zile | zile | zile directd biologic
14 |Nw4| o | o1 |oss| 78| - | - | 2lzledwd b 15600 |supraviewire| negativ | negativ
imunizare :
15 NI5| O 01 | 050 | 7,5 _ _ 21 zile dupa 10 000 supravietuire|  negativ negativ
imunizare ’
16 N6 | 0 | 01| o5 | 65 | 220 - | 28zledupa 10 000 supravietuire| negativ | negativ
imunizare :
28 zile dupa - . .
17 N17 0 0,5 | 0,65 | 85 | 119 — imunizare 10 000 supravietuire |  negativ negativ
4 18 Ni8 | © 0 |035| 80 | 174 | - | 28zlcdupd 10000  |supravietuire| negativ | negativ
imunizare :
28 zile dupa L . .
19 N19 0 0 0,30 | 7,7 | 199 - imunizare 10 000 supravietuire | negativ negativ
20 | N20| o | 01 |045]| 85 | 183 | - | 28zledupd 10000  |supravietuire| negativ | negativ
imunizare :
21 N2t | o | 015 | 07 | 114 | 218 | 25,9 | 32 7ledupd 10 000 supravietuire| negativ. | negativ
imunizare ’
22 N2 | O 0 | 025| 75 | 232 | 27,2 35 zile dupa 10 000 supravietuire| negativ | negativ
imunizare ’
5 23 | N23| o | 0 |035]| 94 | 195 | 231 | 32 7ledupd 10000  |supravietire| negativ | negativ
imunizare :
24 | N2 | o | 01 |o055| 66 | 135 | 193 | 35Ziledupd 10000  |supravietuire| negativ | negativ
imunizare ’
25 N25 0 01 | 050 | 7,2 | 16,7 | 24,8 3.5 Zﬂe. dupd 10 000 supravietuire | negativ negativ
imunizare :
I:I - ziua realizarii infectarii
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4. Testarea imunitatii anuale la vulpile rosii (Vulpes vulpes) dupa imunizarea
pe cale orala 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 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. Cinci vulpi rosii nu au fost imunizate si
au fost utilizate ca animale martor, nevaccinate. Au fost recoltate probe de sdnge 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 numarului de unitati internationale (1U)
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 lund dupa imunizare si ca s-
a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata intregului interval de testare, adica timp de
douasprezece luni dupd imunizare. Numai vulpea nr. L115 nu a raspuns din punct de vedere
imunologic prin formarea de anticorpi antirabici post-vaccinare.

Testul de verificare a demonstrat 0 imunitate de protectie bund a vaccinului, in conditiile Tn care
paisprezece vulpi imunizate au supravietuit infectarii de verificare (adica 93,4 la sutd) si doar o vulpe
(adicd 6,6 la sutad) a decedat de rabie. Aceasta a fost vulpea nr. L115, care nu a dispus de titrul de
protectie de anticorpi antirabici, asa cum a rezultat din examinarea serologica. Toate animalele testate,
atat cele decedate, cét 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 imunofluorescenta directd si in baza unui test biologic. Prezenta rabiei nu a fost
demonstratd la animalele vaccinate, care au supravietuit, dar a fost demonstratd la toate cele cinci
vulpi martor, nevaccinate, care au decedat.

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

NI curent | - Nr. Qe Caracteristicile animalului
al identificare o N Comentarii

animalului animz ului varsta sex stare de sanatate
1 L106 4 luni 3 buna
2 L107 4 luni Q buna
3 L108 4 luni 3 buna
4 L109 4 luni Q buna
5 L110 4.5 luni 3 buna
6 L111 4,5 luni Q buna
7 L112 4.5 luni Q buna
8 L113 4,5 luni Q buna
9 L114 4,5 luni 1) buna
10 L115 4.5 luni 3 buna
11 L116 4.5 luni Q buna
12 L117 5 luni ) buna
13 L118 5 luni 3 buna
14 L119 5 luni Q buna
15 L120 5 luni Q buna
16 L121 4 luni Q buna
17 L122 4 luni Q buna
18 L123 4 luni ) buna
19 L124 4 luni ) buna
20 L125 4 luni Q 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 vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atat animalele vaccinate, cét si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
eutanasiate 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 testarii
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

c) Descrierea materialelor utilizate:
- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 34 06, titru al virusului TCIDs, = 10"Y/ml
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., [vanovice 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 4 si 5 luni
d4) Origine — animalele provin de pe teritoriul Republicii Cehe
d5) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numar de animale — 20
d7) Conditii n care au fost mentinute animalele - vulpile au fost mentinute in tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Intr-o incinta interioara, cu o zond de odihna pentru vulpi, si 0 zona exterioara. Incinta
interioara a fost betonata si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totala (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri patrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hranirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru caini,
produs de un producator comercial inregistrat in Republica Ceha, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrana din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandarilor producatorului, Tn functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, in speta la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
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g) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a sangelui

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

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-0
singura transa

Schema de recoltare a sdngelui — séngele a fost recoltat inainte sila 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 si
12 luni dupa 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 agricultura si inginerie — specializarea: veterinara, in
Kroméfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana n 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 profesionala:

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

NS 7i 1U/ml Verificare Examinare ‘post mortem )
crt. | vulpe Lot aplicare inoig. Lluni | 2luni | 3luni | 41luni | 51uni | 6 luni Iu7ni Iu8ni Iu9ni Iﬁgi Iiﬁi ILljﬁi zi |doza resz)gltzzﬁz— flugir;ees:teanga bi;?g;ic Notd
1 | L106 0 245 44,8 51,2 52,6 51,4 48,1 45,4 38,5 38,5 314 30,5 30,1 supravietuire negativ negativ
2 | L107 0 21,2 334 38,7 38,5 36,2 30,1 28,5 28,0 275 275 27,1 26,9 supravietuire negativ negativ
3 | L108 0 26,2 | 450 | 489 | 493 | 441 | 439 | 412 395 | 39,7 35,0 29,9 28,8 supravietuire | negativ negativ
4 | L109 0 | 191 | 293 | 313 | 358 | 332 | 30,0 | 291 | 28,7 | 252 | 250 | 22,6 | 21,9 supravietuire |  negativ negativ
5 | L110 0 175 20,4 27,8 30,2 29,9 26,2 26,1 24,8 22,7 21,1 20,3 18,8 supravietuire negativ negativ
6 |L111 0 21,5 26,3 | 38,2 38,8 374 | 351 30,3 29,7 29,0 28,5 25,3 244 Dg supravietuire | negativ negativ
7 | L112 © 2 0 15,6 214 25,5 28,1 27,4 26,9 243 24,0 21,7 20,2 19,1 18,5 S QI supravietuire negativ negativ
8 | L113 g io' 0 254 | 415 52,6 52,9 51,4 | 46,7 | 443 375 | 364 | 307 29,3 279 S E supravietuire | negativ negativ
9 |L114 - 0| 101 | 162 | 21,4 | 227 | 219 | 207 | 195 | 184 | 170 | 159 | 148 | 127 | ™ | S |supravietuire| negativ negativ
10 | L115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 S deces pozitiv pozitiv
11 | L116 0 16,6 21,3 254 | 284 275 | 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 40,4 40,0 38,8 35,6 35,0 35,0 29,6 28,5 supravietuire negativ negativ
13 | L118 0 11,2 12,8 16,3 17,0 16,5 15,3 14,5 14,5 13,1 12,2 11,9 11,5 supravietuire | negativ negativ
14 | L119 0 15,3 214 28,6 29,9 28,4 28,0 28,0 25,7 23,2 211 19,9 17,6 supravietuire negativ negativ
15 | L120 0 9,3 12,8 | 16,1 | 16,9 | 16,0 | 158 | 152 150 | 139 | 131 | 113 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 S |a O% deces pozitiv pozitiv
18 | L123| § )g :E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o § o deces pozitiv pozitiv
19 | L124 £ -% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7= deces pozitiv pozitiv
20 | L125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 deces pozitiv pozitiv
gﬁr/‘;}rl‘;e‘j'“ anticorpl 0 | 17,23 | 2579 | 30,85 | 32,17 | 30,78 | 28,79 | 27,33 | 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
aceasta sectiune a documentatiei de Tnregistrare a confirmat rezultatele conforme ale acestor probleme
de specialitate, fiind obtinute pe parcursul testarii vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet., care
contine tulpina vie atenuatd SAD Bern (VRZAL, V. si partenerii 1993; VRZAL, V., MATOUCH, O.
1996). S-a confirmat in mod repetat faptul ci, dupd administrarea pe cale orald a vaccinului
LYSVULPEN por. ad us. vet., se genereaza anticorpi antirabici specifici si se formeaza o imunitate de
protectie pe termen lung la animalele imunizate, impotriva virusului de rabie. Tn baza rezultatelor
obtinute, este evident faptul ca la sfarsitul perioadei de testare, adica la un an dupa imunizare, toate
animalele imunizate, cu exceptia vulpii nr. 115, au avut un titru suficient de anticorpi si ca durata de
imunitate este probabil mult mai mare de un an, asa cum s-a verificat pe cale experimentala in cadrul
acestui proiect. In practicd, in cazul in care campaniile de vaccinare se realizeazi periodic, de doua ori
pe an (campanii de vaccinare primavara si toamna), se dovedeste faptul ca este suficientd verificarea
unei imunitati de cel putin un an dupa administrarea preparatului LYSVULPEN por. ad us. vet.. Este
foarte probabil faptul ca majoritatea absolutd a animalelor tintd consumad momeala de imunizare cel
putin o data pe an si cad sunt protejate Impotriva rabiei In acest interval de timp. Astfel, un procentaj
ridicat de animale tinta, care sunt imune la rabie, isi fac aparitia in zona tratata, ceea ce duce la
extinctia infectiei n teritoriul respectiv.

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

atenuatd de vaccinare cu rabie SAD Bern, se formeaza cel o imunitate de protectie impotriva rabiei de
cel putin un an.
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5. Determinarea dozei de protectie de 50 la suti (PDs) in timpul
administririi pe cale orali 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 Tn cinci grupe de céte patru pui. Primei grupe i-a fost administratd pe cale
naturald si individuala momeala de vaccinare, care continea virusul SAD Bern, 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
utilizata drept grupd martor. Au fost recoltate probe de sidnge de la toate vulpile testate, Tnainte de
imunizare si 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 numarului de unititi internationale (IU)
prezente n ser. La sase luni de la imunizare, toate vulpile testate (adica saisprezece vulpi vaccinate cu
mostre cu titru diferit de virus si patru vulpi martor, nevaccinate) au fost supuse virusului de rabie de
strada prelevat de la o vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de pe teritoriul Republicii Cehe, 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
lund dupa imunizare si cd s-a mentinut un nivel suficient de protectie pe durata intregului interval de
testare, adica timp de sase luni dupa imunizare. Doar vulpile nr. L12 si L14 din grupa care a fost
imunizati cu o doza de 1,8 x 10*° TCIDg, 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 x10*° TCIDs, au decedat de rabie. Toate cele patru vulpi martor,
nevaccinate, au decedat de asemenea de rabie.

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

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

Dizertatie

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

Se stipuleaza faptul ci (BAER, 1975) toate vulpile care ating un minim de 10*> TCIDs, din tulpina
SAD dupa imunizarea pe cale orald, sunt in stare sa formeze anticorpi de neutralizare. Dacé o doza de
imunizare contine 10°° TCIDs, de virus din tulpina SAD, toate animalele incep si formeze anticorpi
de neutralizare care protejeaza respectivul animal impotriva infectérii. Autorii (STECK et al., 1982)
mentioneazd in lucrarea lor o protectie de 50 la suta la vulpile verificate, la administrarea unei doze de
10°° TCIDs, de virus SAD Bern si 0 protectie de 78 la suti la vulpile verificate, la administrarea unei
doze de imunizare continand 10"° TCIDy, 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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R 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 PDsy 102
TCIDsg.

Rezultatul pe care noi I-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 10" pana la 10%° intr-o doza de imunizare — 0 momeald 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 legatura cu forma specificd de administrare, adica
distribuirea n teren deschis. Extinderea crescanda a distributiei din avion nu permite ferirea
corespunzatoare a momelii impotriva 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 sd dispund de o rezerva suficientd pentru a se putea mentine cateva zile dupa
distribuire, la o temperatura mai ridicatd, si trebuie sd asigure imunogenitatea dupd consumarea
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 fintr-o dozi;
SANAFOX, SAD IVA1 B19, min. 10"° PFU in 1 ml /doza de vaccinare/) (cotatie — informatii oferite
de AISLPV, versiunea 2002.4 — la data de 1 octombrie, 2002).

Concluzie

Tn baza unui experiment s-a demonstrat faptul ca PDs, al virusului SAD Bern este de 1,8 x 10*°
TCIDsy dupa administrarea pe cale orald la vulpile rosii (Vulpes vulpes). Aceasta valoare este de 1.000
pana la 10.000 de ori mai mica de cét titrul mediu al acestui virus, prezent intr-o doza de vaccinare cu
vaccinul LYSVULPEN por. ad us. vet. Un titru suficient de virus SAD Bern prezent in vaccinul
LYSVULPEN por. ad us. vet. asigura 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 tinta, 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)

NI curent | - Nr_. Qe Caracteristicile animalului

al identificare o N Comentarii
animalului ) a ) varsta sex stare de sanatate

animalului

1 LIl 3 luni Q buna

2 LI2 3 luni 3 buni

3 LI3 3 luni 3 buna

4 L4 3 luni Q buna

5 LI5 3 luni Q buna

6 LI6 3 luni 3 buni

7 LI7 3,5 luni Q buna canin eliminat

8 LI8 3,5 luni ) buna

9 LI9 3,5 luni ) buna

10 LI10 3,5 luni Q buna

11 LI11 3,5 luni ) buna

12 LI12 4 luni Q buna

13 LI13 4 luni ) buna

14 LI14 4 luni Q buna rana mica la cap

15 LI15 4 luni ) buna

16 LI16 4 luni ) buna

17 LI17 3,5 luni Q buna conjunctivita

18 LI18 3,5 luni ) buna

19 LI19 3,5 luni Q buna

20 LI120 3,5 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 vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atat animalele vaccinate, cét si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
eutanasiate 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 testarii
Titrurile de anticorpi si de virus au fost calculate in baza metodei introduse de cdtre 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

c) Descrierea materialelor utilizate:
- mostre de testare de virus SAD Bern, cu titrul: a) 1,8x10*° TCIDs,
b) 1,8x10°° TCIDs,
c) 1,8x10°° TCIDs,
d) 1,8x10"° TCIDs,
- conjugat antirabic si negativ de la producatorul Bioveta, a.s., I[vanovice 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
db5) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numar de animale — 20
d7) Conditii n care au fost mentinute animalele - vulpile au fost mentinute in tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Tntr-o incinta interioara, cu o zond de odihnad pentru vulpi, si 0 zona exterioara. Incinta
interioard a fost betonata si zona exterioard a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totald (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri patrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hrianirea 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 hrana din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandarilor producatorului, in functie de greutatea vulpilor. Vulpile au fost
hranite o data pe zi, in speta la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
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g) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a sangelui

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,
c) 1,8 x 10°° TCIDs,
d) 1,8 x 10"° TCIDx)

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 sangelui — séngele 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 — 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: veterinara, in
Krométiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana 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 profesionala: imunologie, virusologie

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

Doza

IU/ml

Verificare

Examinare post

Nr.| Nr. imunizare _Zi_le . mor'Eem Nota
ort. | vulpe | rcip,,) | administrare |2n |2 tuni | 3 uni |4 tuni |8 luni | 6 tuni | zi (M;jC()E?DSO) rezultate — | fluorescents bi;f;tgic
1| LIl | 1,8x10% 16.6.98 0 |10,2| 138 | 178 | 194 | 20,1 | 18,5 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
2 | LI2 | 1,8x10* 16.6.98 0 0 0 0 0 0 0 ]20.12.98| 10000 deces pozitiv pozitiv
3| LI3| 1,8x10* 16.6.98 0 |10,1| 143 | 19,2 | 20,6 | 19,9 | 19,3 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
4| LI4 | 1,8x10* 16.6.98 0 0 0 0 0 0 0 ]20.12.98| 10000 deces pozitiv pozitiv
5| LI5S | 1,8x10°° 16.6.98 0 |10,6] 12,3 | 20,1 | 23,2 | 21,9 | 20,1 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
6 | LI6 | 1,8x10%° 16.6.98 0 |128| 156 | 194 | 21,9 | 22,6 | 20,9 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
7 | LI7 | 1,8x10°%° 16.6.98 0 |11,3| 16,7 | 198 | 21,4 | 19,7 | 18,5 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
8 | LI8 | 1,8x10°%° 16.6.98 0 |10,7| 12,3 | 16,5 | 19,2 | 20,3 | 20,0 | 20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
9 | LI9 | 1,8x10°° 16.6.98 0 |12,1] 182|225 | 28,4 | 30,1 | 29,8 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
10 | L1210 | 1,8 x10°° 16.6.98 0 (152|213 | 26,3 (30,1304 | 27,6 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
11| LI11 | 1,8x10%° 16.6.98 0 (14,7 21,7 | 271|301 | 315|295 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
12 | LI12 | 1,8x10°%° 16.6.98 0 |15,7| 234 | 25,2 | 27,7 | 32,2 | 31,4 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
13 | L1213 | 1,8x10™ 16.6.98 0 23,2 37,2 | 44,7 | 48,7 | 50,2 | 47,9 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
14 | LI14 | 1,8x107° 16.6.98 0 |198| 40,1 | 456 | 46,4 | 51,4 | 48,3 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ negativ
15 | L115| 1,8x10™° 16.6.98 0 |225] 391|459 | 48,0 | 51,1 | 47,8 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
16 | L116 | 1,8x10™° 16.6.98 0 [19,3] 38,8 | 43,9 | 49,1 | 50,7 | 47,4 |20.12.98| 10000 |supravietuire| negativ | negativ
17 | LI117 - - 0 0 0 0 0 0 0 ]20.12.98| 10000 deces pozitiv pozitiv
18 | LI18 Ve”ggze in - 0| 0] O 0 0 0 0 [20.12.98| 10000 deces pozitiv | pozitiv
19 | LI19 | | eimunizata - 0 0 0 0 0 0 0 ]20.12.98| 10000 deces pozitiv pozitiv
20 | LI120 - 0 0 0 0 0 0 0 ]20.12.98| 10000 deces pozitiv pozitiv
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6. Testarea inceperii vaccinarii impotriva rabiei la vulpile rosii (Vulpes
vulpes) — testarea impactului anticorpilor colostrali asupra credrii imunitatii impotriva rabiei

Rezumat

Pentru testare s-au utilizat douazeci si cinci de pui de vulpe rosie (Vulpes vulpes) provenind de la
mame de pe un teritoriu care a fost tratat Th 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 Tn
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 saptamani, 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 Tmpotriva rabiei, prin
determinarea numarului de unitati internationale (IU) prezent in ser, si pentru examinarea titrurilor
acestor anticorpi specifici de neutralizare a virusului, aparuti dupa imunizarea tuturor puilor de vulpe,
s-a realizat in fiecare grupd, la varsta de 4 saptamani, 6 saptamani, 8 saptamani, 10 saptamani, 12
saptamani si 16 saptamani. La varsta de 16 saptamani toti puii de vulpe au fost verificati cu virusul de
rabie de strada, 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. VVulpile au fost monitorizate timp de 90 de zile dupa infectare.

Rezultatele serologice au confirmat faptul cd, dupd imunizarea puilor de vulpe la varsta de 4
saptdmani, existd un grad ridicat de anticorpi colostrali care inhiba formarea imunitétii active dupa
administrarea vaccinului. Rezultate similare au fost obtinute de asemenea si la puii de vulpe care au
fost vaccinati la varsta de 6 saptamani, in conditiile Tn 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 saptamani a indus generarea de anticorpi antirabici specifici de
neutralizare a virusului.

Testul de verificare a confirmat rezultatele obtinute pe parcursul testirii serologice anterioare. Inca o
data s-a demonstrat legatura 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 ca anticorpii colostrali au un impact
negativ asupra formarii imunititii active impotriva rabiei, dupd administrarea vaccinului
LYSVULPEN por ad us. vet. Acesti anticorpi colostrali persista la puii de vulpe proveniti de la mame
imunizate, pand la varsta de 8 saptamani. La puii de vulpe cu varsta de 10 saptimani nivelul de
anticorpi colostrali reziduali este foarte scazut 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
imunizdrii pe cale orald, s-a rezolvat de asemenea si problema imunizarii puilor de vulpe impotriva
acestei boli. Doar aceste animale nu au fost imunizate in timpul campaniei de primavara desfasurata in
aprilie - mai, in anul respectiv, in masura in care acestea au fost prezente in vizuini sau in vecinatatea
acestora. Astfel, un segment semnificativ neimunizat din populatia de vulpi a aparut pe teren inainte
de realizarea campaniei de vaccinare de toamnd, in septembrie si octombrie. In conformitate cu
situatia cu privire la infectare detectata in anumite regiuni sau tari, aceasta situatie a fost rezolvata fie
prin revaccinare de primavara sau toamna, prin distribuirea momelilor de vaccinare in perioada de
vara sau prin dispunerea momelii n 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,
formata dupa vaccinarea vulpilor rosii tinere si a ratonilor. In cadrul tuturor lucrarilor s-a demonstrat
in baza unui test faptul cad anticorpii colostrali reziduali inhiba formarea imunitatii active dupa
administrarea pe cale oralad a unei tulpini atenuate de vaccinare impotriva rabiei. Durata impactului de
inhibitie a anticorpilor colostrali la wvulpile rosii (Vulpes wvulpes) si la ratoni (Nyctereutes
procyonoides) s-a determinat a fi varsta de 8 saptamani pentru animale tinere provenind de la mame
imunizate. Rezultatele noastre corespund cu rezultatele obtinute de autori straini. 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, 0., 1999).

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

Concluzie

S-a demonstrat Tn 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 Tn verificarea impactului
anticorpilor colostrali asupra creirii imunitatii Tmpotriva rabiei
(categorie — vulpe rosie — Vulpes vulpes)

NI curent | - Nr_. Qe Caracteristicile animalului
identificare "
al 3 e de sing Comentarii
animalului ) ) varsta sex stare de sanatate
animalului
1 K1 1 luna Q buna
2 K2 1 luna 3 buna
infestarea cu pureci s-a tratat cu
3 K3 1 luna Q buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
4 K4 1 lund 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 buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
infestarea cu pureci s-a tratat cu
7 K7 1 lund 3 buna ajutorul unui medicament
antiparazitic
8 K8 1 luna 3 buna
9 K9 1 luna 3 buna
10 K10 1 lund 1) buna
11 K11 1 luna Q buna
12 K12 1 luna Q buna
13 K13 1 luna a buni
14 K14 1 luna Q buna
15 K15 1 luna Q buna
16 K16 1 luna 3 buna
17 K17 1 luna 3 buna diaree
18 K18 1 luna 3 buna
19 K19 1 lund Q buni
20 K20 1 luna Q buna
21 K21 1 luna Q buna
22 K22 1 lund 4 buna
23 K23 1 lund 4 buna
24 K24 1 luna Q buna
25 K25 1 lund 4 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 vulpilor rosii care au fost incluse in testul de
verificare (atat animalele vaccinate, cét si cele martor) a fost verificat dupa ce animalele au fost
eutanasiate 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 testarii
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

c) 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., [vanovice 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
d5) Identificare— un tatuaj pe auricul
d6) Numar de animale — 25
d7) Conditii n care au fost mentinute animalele - vulpile au fost mentinute in tarcuri de cate 5
animale per tarc. Vulpile de acelasi sex au fost plasate intotdeauna n acelasi tarc. Tarcul a fost
impartit Tntr-o incinta interioara, cu o zond de odihna pentru vulpi, si o zona exterioara. Incinta
interioara a fost betonatd si zona exterioara a fost prevazuta cu pat de nisip. Suprafata totala (adica
suprafata incintei interioare plus zona adiacenta) a fost de 10 metri patrati, pentru cinci vulpi.
d8) Hranirea animalelor — vulpile au fost hranite cu un amestec granulat complex pentru céini,
produs de un producator comercial inregistrat in Republica Ceha, precum si cu resturi de carne
fierte si intestine selectate de la abatoare. Dozele de hrana din amestec comercial au fost
determinate in baza recomandarilor producatorului, n functie de greutatea vulpilor. VVulpile au fost
hranite o data pe zi, in speta la ora 2.00 p.m. Apa potabila a fost la dispozitia vulpilor ad libitum.
d9) Numele proprietarului animalelor - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
d10) Numele institutului de testare - Bioveta, a.s., lvanovice na Hané
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g) Doza de administrare, modalitatea de administrare, schema de
administrare si orele de administrare, schema de recoltare a sangelui

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

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 determinata a fost administrata intr-o singura transa,
la animalele cu vérsta de 4, 6, 8, 10 si 12 saptamani, in conformitate cu grupele individuale de testare a
animalelor

Schema de recoltare a sdngelui — sangele a fost recoltat la varsta de 4, 6, 8, 10, 12 si 16 saptamani
(Tnainte 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 agricultura si inginerie — specializarea: veterinara, in
Kroméfiz

1973 - 1979: Universitatea veterinara din Brno

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

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

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

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

1987 - 1995: Sef de departament pentru controlul calitatii si management

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

incepand cu 1 ianuarie, 1998 pana 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 profesionala:

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 Tn practica.

Specializare profesionali: imunologie, virusologie

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

Recoltare sange, determinare IU/ m, imunizare Verificare Examinare post mortem
Nr. grupa Nr\./lfll:)r:nt erF;e 4 sd tGa‘lmé sa tsémﬁ sa 1t€10m€1 sa 1t§m€1 sd ]égrné § Va]I:SGta de doza rezultate - fluorescenta test biologic Not

saptamani | *P'% e e e e siptimani | (MICLDs0) 90 zile directa 9

1 K1 8,5 2,2 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 15 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 89 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 14 0,35 51 8,2 6,5 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
9 K9 59 2,0 0,55 0,35 0,1 0 16.7.98 10 000 deces pozitiv pozitiv

10 K10 7,7 2,2 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 3,2 1,2 0,15 5,8 11,6 17,4 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ
14 K14 4.1 1,5 0,25 4,3 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 0,4 5,6 11,8 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ

17 K17 55 2,0 0,5 0,25 8,1 235 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 11 0,15 0,1 12,1 214 16.7.98 10 000 supravietuire negativ negativ

21 K21 7,2 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 orald a fost un vaccin de tip Tiibingen, preparat din tulpina atenuata 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 catre Bioveta, a.s., Ivanovice na Hané, se utilizeaza pe teritoriul
Republicii Cehe.

Prezentarea generala a tuturor campaniilor de vaccinare n vederea imunizarii pe cale orala impotriva rabiei a
vulpilor, efectuate in Republica Ceha, este redata in tabelul nr. 6.

Examindrile de verificare efectuate dupa fiecare campanie de vaccinare (primavara — 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 n tabelul nr. 7. Vaccinarea este considerata a impiedica in mod
eficient raspandirea rabiei daca cel putin 70 la suta 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 in prezent, sunt
indicate n 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 pand in prezent, sunt
ilustrate Tn diagrama nr.1.
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Tabelul nr. 7 Prezentarea generalid a campaniilor de vaccinare in vederea imunizirii pe cale orala impotriva rabiei a vulpilor, in

Republica Ceha
. Numar de Numar de kilometri patrati tratati Numar de doze Doze per kilometru patrat . .
Campanie N : ~ - - Tip vaccin
regiuni total manual cu avionul total manual cu avionul manual cu avionul
1 [primivara 1989 3 2133 2133 32000 32 000 15,0 15,0 Tubingen
2 |toamnd 1989 3 3307 3307 49 600 49 600 15,0 15,0 Tabingen
3 |primavard  1990| 13 14520 14520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tibingen
4 |toamnd 1990| 13 14520 14520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tibingen
5 |primavara 1991 13 14520 14520 217 800 217 800 15,0 15,0 Tibingen
6 |toamnd 1991 25 23300 23300 350 000 350 000 15,0 15,0 Tibingen
7 |Primavard 1992 40 39 600 39 600 350 000 350 000 15,0 15,0 Tibingen
245 000 245 000 15,0 15,0 LYSVULPEN
8 |toamnd 1992 44 42 400 42 400 640 000 640 000 15,1 15,1 LYSVULPEN
9 |primavara 1993| 44 38500 38 500 615 600 615 600 16,0 16,0 LYSVULPEN
10 |toamnd 1993 68 56 250 56 250 926 000 926 000 16,5 16,5 LYSVULPEN
11 |primavara  1994] 48 45 450 45 450 727 200 727 200 16,0 16,0 LYSVULPEN
12 |toamnd 1994 52 46 900 46 900 762 200 762 200 16,3 16,3 LYSVULPEN
13 |primavara 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 |primavara 1996 52 46 900 46 900 767 400 767 400 16,4 16,4 LYSVULPEN
16 [toamna 1996 64 49 800 46 280 3520 920000 830 400 89 600 18,5 17,9 255 LYSVULPEN
17 |primavara 1997 57 47 500 43980 3520 852000 732 000 120 000|| 17,9 16,6 34,1 LYSVULPEN
18 |toamnd 1997 59 49 800 46 300 3500] 938000 838 000 100 000|| 18,8 18,1 28,6] LYSVULPEN
19 |primavara 1998] 51 31000 27 400 3600| 650000 550 000 100 000|| 21,0 20,1 27,8 LYSVULPEN
20 |toamnd 1998 52 31500 26 550 4950] 680000 555 000 125 000|| 21,6 20,9 253| LYSVULPEN
21 |primavara 1999 48 28 350 23350 5000 613000 488000 125 000| 21,6 20,9 250| LYSVULPEN
22 |toamnd 1999 54 42 990 33118 9872 843 800 597 000 246 800 19,6 18,0 25,0 LYSVULPEN
23 |primavara  2000| 45 38490 23500 14990 798 600 423 800 374 800 20,7 18,0 25,0 LYSVULPEN
24 |oamni  2000] 51 44 580 29,590 14990 907600  532800] 374800 20,4 18,0 250] LYSVULPEN
25 |primavara 2001 53 45703 30295 15 408 930 000 545 400 384 600|| 20,3 18,0 250| LYSVULPEN
26 |toamnd 2001] 54 45705 30297 15 408 929 700 545 400 384 300|| 20,3 18,0 249 LYSVULPEN
27 |primavara 2002 61 53922 27 206 26716 1158900/ 489000 669 900|| 215 18,0 251 LYSVULPEN
28 |toamnia 2002 61 54 472 24 960 29512( 1189400 448800 740 600|| 21,8 18,0 25| LYSVULPEN
Total 1180 1047 912 896 926 150986] 19179000/ 15343600] 3835 400| 18,3 17,1 25,4
Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie Liberec Republica Ceha
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Tabelul nr. 8 Prezentarea generald a examinérilor de verificare in laborator cu privire la campaniile individuale de vaccinare in
vederea imunizirii pe cale oralid impotriva rabiei a vulpilor, in Republica Cehi

Consumare - . . . - . Identificarea
Campanie momeali TTC% Venfu_:a_rea vulpilor|  Seroconversie E>§am|narea Numar d_e _amrnale virusilor de rabie
% total cu privire laTTC % serurilor de vulpe pozitive brelevati

1  primavara 1989 55,0 55,7 210 83,8 68 1501 virus de strada

2  toamni 1989 69,0 53,0 198 49,1 157

3 primavara 1990 63,0 79,5 415 48,3 319 1157 virus de strada

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

5  primavara 1991 72,0 82,5 206 78,1 183 1154 virus de strada

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

7  primdvara 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  primavara 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  primavara 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 primdvara 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 primavara 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 primavara 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 primavara 1998 88,3 79,6 1203 64,8 377 85 virus de strada

20 toamna 1998 87,4 70,0 2218 51,0 945

21  primavara 1999 88,9 77,3 1273 62,2 560 214 virus de strada

22  toamni 1999 88,3 73,4 2512 66,6 1135

23  primavara 2000 87,5 77,4 1116 71,0 414 165 virus de strada

24 toamni 2000 87,6 78,8 2273 69,4 946

25  primavara 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  primavara 2002 88,5 80,1 1431 78,3 618 3 virus de strada
Total 87,7 75,7 38 972 59,8 19 304 6 180 100 % virus de

strada

Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie Liberec Republica Ceha
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Tabelul nr. 9 Prezentarea generalid a cazurilor de rabie din Republica Ceha 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 1044 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 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 5582 378 6 180

% 0,8 2,8 90,3 6,1 100,0

Realizat de catre:

Liberec

Republica Ceha Liberec

Laboratorul National de Referinta pentru rabie

LYSVULPEN por. ad us. vet

Parteaa IV-a




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

Diagrama nr. 1: prezentarea sub formd de diagrama a cazurilor de rabie din
Republica Ceha intre 1989 si 2002
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Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie
Liberec
Republica Ceha Liberec
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Tabelul nr. 10 Prezentarea generald a examinarilor si a numarului de ratoni
(Nyctereutes procyonoides) depistati pozitiv cu rabie in Republica Ceha intre 1991 si 2002

An Numar de animale examinate Numar de animale pozitive

N

1991 1

1992

1993 1

1994

1995

1996

1997

1998

1999

2000

2001

RPN NOIWWIN|FP|FP|N|F
\

2002

N
o
N

Total

Realizat de catre: Laboratorul National de Referinta pentru rabie
Liberec
Republica Ceha Liberec
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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 Publica Nr. 311/97 Coll., cu privire la cresterea si
utilizarea animalelor de testare.

1. Identificare companie: Bioveta, a.s.
Komenského 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 insarcinate 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& a Rado$ ova

Cod numeric personal 595423/0447

Posesor al certificatului Tn conformitate cu Sectiunea 17 din Adresa Publica Nr. 311/1997
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5. Numele si obiectivul experimentului:
Verificarea in laborator a sigurantei si eficacitatii vaccinului administrat la animalele tinta.

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

Verificarea sigurantei si a eficacitatii vaccinului, in conformitate cu cerintele stipulate de catre
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 datoritd urmitoarelor 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 1n laborator a sigurantei si a eficacitatii 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 tinta — 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 rozatoare libere.
a) siguranta pentru administrarea intr-o transa
b) siguranta pentru administrarea intr-o transa, intr-o doza ridicata
C) siguranta pentru administrarea repetata a unei doze

Il. Testarea de eficacitate
Teste de laborator: testarea de eficacitate a vaccinului efectuata la toate speciile de animale
tinta — vulpi si ratoni. Testarea de eficacitate se efectueaza prin intermediul determinarii
reactiei specifice cu anticorpi dupa administrarea vaccinului testat, la toate speciile de animale
tinta. Testele de verificare se efectueaza in vederea verificarii imunitatii 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 aplica pe cale oral la vulpi si la ratoni (consumare naturald a momelii).
Cainilor, pisicilor si soarecilor de camp li se administreaza vaccinul prin injectare cu un
prelungitor din cauciuc in cavitatea orala.

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

Eficienta se bazeaza pe formarea de reactie specifica cu anticorpi care poate fi detectata in
mostrele de ser de la animalele imunizate testate. Daca 1n serul animalelor vaccinate se obtine un

Bioveta, a.s. lvanovice na Hané 47



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

nivel de 0,5 1U, 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 necesititii efectuarii testului:
Este necesar a efectua testul pentru a demonstra siguranta si eficienta preparatului, in scopuri de
Tnregistrare, asa cum se solicita de catre articolul farmacopeic din Farmacopeea Ceha 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 in 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 Tn 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 Tntotdeauna in
acelasi tarc. Tarcurile urmeaza a fi impartite Tntr-o constructie interioara, cu o zond de odihna
pentru vulpi, si o zona exterioard. Zona interioara va fi betonata si zona exterioara va dispune
de un pat de nisip. Suprafata totala (adica 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 impartite Tntr-o constructie interioara, cu o zond de odihna
pentru animale, si o zond exterioara. Zona interioard va fi betonata si zona exterioara va
dispune de un pat de nisip. Suprafata totalda (adica suprafata constructiei interioare plus zona
exterioara adiacenta) va fi de 10 metri patrati, pentru cinci ratoni.

- cainii vor fi plasati cate 5 intr-un tarc. Cainii de acelasi sex vor fi plasati intotdeauna in acelasi
tarc, adica fie cdini mascul, fie caini femela. Tarcurile urmeaza a fi impartite Tntr-o constructie
interioard, cu o zona de odihna pentru cdini, si 0 zona exterioara. Zona interioara va fi betonata
si zona exterioara va dispune de un pat de nisip. Suprafata totala (adica suprafata constructiei
interioare plus zona exterioara adiacenta) 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 Tntotdeauna in
acelasi tarc. Tarcurile urmeaza a fi impartite Intr-o constructie interioara, cu puncte elevate
servind drept zone de odihna pentru caini, si 0 zond exterioara. Zona interioara va fi betonata si
pavata si zona exterioard va dispune de un pat de nisip. In zona exterioara vor exista busteni
pentru ca pisicile sa-si poata ascuti ghearele. Crengile vor fi parte a zonei exterioare, cu scopul
de a permite catararea animalelor. Suprafata totala (adica suprafata constructiei interioare plus
zona exterioara adiacentd) va fi de 4 metri patrati, pentru cinci pisici. Animalele vor fi incluse
in test dupd ce au fost deparazitate intestinal cu un preparat inregistrat in Republica Ceha,
administrat in doza recomandata, si dupa parcurgerea unei perioade de carantind, pe parcursul
careia acestea nu prezintd nicio abatere de la starea standard de sanatate.

- soarecii de cdmp vor fi plasati in custi clasice din material plastic, pentru cresterea soarecilor
de laborator. Capacul superior va fi confectionat din plasa din otel inoxidabil. Custile vor fi
amplasate ntr-o incinta cu aer conditionat, in conditii de temperatura stabila, umiditate stabila
si circulatie stabila 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 caini, produs de un producator
comercial inregistrat in Republica Ceha; in plus vor fi hranite 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 vulpilor. Vulpile vor fi hranite o data pe zi, in
speta 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 cdini, produs de un producétor
comercial inregistrat in Republica Ceha; in plus vor fi hranite cu resturi de carne fierte si intestine
selectate de la abatoare. Dozele de hrana din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producatorului, in functie de greutatea animalelor. Ratonii vor fi hraniti o data pe zi,
n speta 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 Cehda. Dozele de hrana din amestec comercial vor fi determinate in baza
recomandarilor producatorului, in functie de greutatea cainilor. Cainii vor fi hraniti de doua ori pe
zi, in speta la ora 8.00 a.m. si la ora 2.00 p.m. Apa potabila va fi la dispozitia cainilor ad libitum.

- pisicile vor fi hranite cu un amestec granulat complex, produs de un producdtor comercial
inregistrat in Republica Ceha. Dozele de hrana 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 speta la ora 8.00 a.m si la ora 2.00 p.m. Apa potabila va fi la dispozitia pisicilor ad libitum.
Atat hrana, cét si apa vor fi servite in 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 apa 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 veterinara va fi asigurata de catre specialisti veterinari — angajati ai companiei — in timpul
orelor de lucru. Tn afara orelor de lucru, asistenta veterinara va fi asiguratd de citre un specialist
veterinar privat, MVDr. Jaroslav Kuja, M. Majerové, Vy$ kov, in baza unui contract. Controlul va
fi efectuat de cétre o persoana responsabila pentru cresterea si plasarea animalelor, Tn spetd o data
pe saptamand. Animalele incluse in testele de verificare vor fi tratate si supravegheate de catre un
specialist veterinar desemnat, de la Bioveta, a.s.

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

Virusul de rabie utilizat in scopuri de verificare si animalele infectate sunt periculoase atat pentru
animale, cét si pentru oameni. Trebuie respectate toate masurile de sigurantd. Toate persoanele care
intrd in contact cu virusul viu de vaccinare sau cu animalele infectate trebuie sa 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 necesara 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 utilizata nicio substanta care are un impact asupra produselor animaliere.

22. Justificarea interventiilor repetate asupra animalelor:

Vaccindrile repetate constituie o parte planificatd a testului si acestea demonstreaza siguranta
preparatului, in scopul inregistrarii 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 in care se solicita de catre reglementarea legala (Adresa Publica Nr. 117/87 Coll., Sectiunea
13 din Adresa Nr. 79/97 Coll.).

Stampila institutiei utilizatorului: Data si semnatura:

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