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Protocol de testare

a) Descrierea metodelor aplicate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor totale — monitorizarea totald a animalului si inregistrarea
reactiilor totale (cu atentie speciald acordata inregistrarii simptomelor clinice asociate rabiei)

a2) Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei — imunofluorescenta directa (Dean si Abelseth, 1973)

b) Descrierea instrumentelor aplicate:

- microscop pentru imunofluorescenta — tip: Phasenkontrast mit Mikroval- Mikroskopen, Carl-Zeiss Jena
- seringi de 0,1 ml — tip: Hemilton

- incubator — 37 °Csi CO2 5% - de fabricatie Hereus

- frigider 250 | Calex (temperatura intre 2 si 8 °C)

- instrumentar de disectie

c) Descrierea materialelor utilizate:

- notes pentru luarea notitelor

- LYSVULPEN por. ad us. vet., lot 36 06 — titru virus TCIDso = 10 *°/ml

- conjugat antirabic si negativ de fabricatie Bioveta, a.s. lvanovice na Hané

d) Animale de testare utilizate

d1) Specia — soarece

d2) Clasa sau soi — soarece alb de laborator
d3) categoria animalelor — animale cu greutatea intre 15 si 18 gr, de diferite sexe

d4) Origine — compania Anlab, Praga

d5) Identificare — etichetarea acvariilor, gaurirea urechii

d6) Numar animale — 100

d7) Conditiile Tn care au fost tinute animalele — animalele au fost tinute in acvarii din plastic traditionale
destinate cresterii soarecilor de laborator. Capacul a fost realizat din sarma inoxidabild. Acvariile au fost
pastrate in sali cu aer conditionat la temperatura, umezeala si flux de aer stabile. Soarecii au fost
crescuti cate zece intr-un acvariu.

d8) Hranirea animalelor — animalele au fost hranite cu hrana amestec sub forma de granule, disponibila
in comert, destinata soarecilor. Apa a fost disponibilad ad libitum din dozatoare automate de apa.

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

d10) Denumirea institutului de testare - Bioveta, a.s. lvanovice na Hané

e) Doza administratd, modalitatea de administrare, schema de administrare, schema de monitorizare a
temperaturii si monitorizarea reactiilor locale si totale

Doza administrata — aprox. 0,5 ml de virus —vaccin LYSVULPEN disponibil in comert, por. ad us. vet., lot
36 06, titru TCIDso = 10 *°/ml

Modalitatea de administrare — per os din pompa de apa

Schema de administrare

n cazul a 50 de soareci albi de laborator li s-a administrat aprox. 0,5 ml p.o (in cazul a 50 de soareci nu s-
a administrat vaccinul — grup de control). In fiecare acvariu s-au tinut cinci soareci vaccinati si cinci
nevaccinati.

Monitorizarea reactiilor totale

Animalele au fost monitorizate timp de 180 de zile (monitorizarea simptomelor clinice ale rabiei). Dupa
finalizarea testului, animalele au fost sacrificati, diagnosticandu-se rabia in creierul acestora cu ajutorul
metodei fluorescentei directe.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul nr. 11.
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Diagnosticarea ,,post mortem” a rabiei in laborator — rabia a fost diagnosticata in creierul animalelor
sacrificate cu ajutorul metodei fluorescentei directe (Dean si Abelseth, 1973).

Numele, adresa, functia si calificarea persoanei care a efectuat analiza:

MVDr. Vladimir Vrazal, Csc.

Nascut la 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz

1973-1979 Facultatea de Medicind Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta lvanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera

1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: studii pentru teza in domeniul epizotologiei si zooigienei

1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management

Din 1 februarie 1995: Director de productie la Bioveta s.r.o.

Din 1 ianuarie 1998 pana in prezent: Directorul sectiei de productie si dezvoltare a biopreparatelor si
produselor farmaceutice de uz veterinar

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

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

Este autorul si coautorul a 15 brevete si 5 proiecte.
Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 19 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Siguranta rozatoarelor de laborator, testate in conditii experimentale (demonstrarea faptului ca tulpina
virala nu se raspandeste de la un animal la altul)
Tabelul nr. 11

Evaluare clinica

Nr. Specia Administrarea | Ziua Diagnosticarea rabiei la nivelul organelor Diagnosticarea | Notd
animale virului SAD- administrarii | 1luna 2 luni 3 luni 4 luni 5 luni 6 luni rabiei prin

Bern metoda

LYSVULPEN fluorescentei

por. Ad us. directe

vet. Lot 36 06

50 buc. Soarece | Laaprox.0,5 | 18.8.1999 conform | conform | conform | conform | conform | conform | Negativ Cresterea la
alb de ml x 1089 1 buc. comun a
laborator | TCIDso mort animalelor

(adapare (rabie - carora li s-a

naturald) neg.) administrat
virusul
impreuna cu
animalele de
control (5+5
animale)

50 buc. Soarece | Fara - conform | conform | conform | conform | conform | conform | Negativ Cresterea la
alb de administrarea 1 buc. comun a
laborator | virusului mort animalelor

(animale de (rabie - carora li s-a

control) neg.) administrat
virusul
impreund cu
animalele de

control (5+5
animale)
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6. Examinarea performantei reproductive

Vaccinul antirabic ,,LYSVULPEN por. ad us. vet” destinat imunizarii pe cale orala a vulpilor contine virusul
rabic viu atenuat cu tulpina vaccinala SAD-Bern. Animalele tinta sunt vulpile rosii (Vulpes vulpes) si enotii
(Nyctereutes procyonoides). Dupa consumarea momelii si ingurgitarea blisterului de aluminiu, virusul
viu intra Tn contact cu sistemul imunitar in regiunea nazofaringiana inducand dezvoltarea anticorpilor
specifici antirabici de neutralizare a virusului si dezvoltarea imunitatii protectoare a animalului vaccinat.
Administrarea vaccinului antirabic pentru imunizarea orala a vulpilor si principiul dezvoltarii imunitatii
protectoare active nu au nici un impact negativ asupra parametrilor de reproducere a speciei tinta.
Monitorizarea parametrilor de reproducere la specia tintd nu se bazeaza pe vreun test (nu sunt animale
domestice). Dovezile se bazeaza pe populatia de vulpi in continua crestere in ciuda imunizarii antirabice
areale efectuate timp de mai multi ani.

7.Examinarea functiilor imunologice

Dupa consumarea momelii in capsula de aluminiu/plastic si dupa desfacerea acesteia, virusul rabic viu
atenuat cu tulpina SAD Bern intra in contact cu cavitatea orald a animalelor tinta si stimuleaza sistemul
imunitar al regiunii nazofaringiene ducand la formarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a
virusului. Tn consecintd, acesti anticorpi creeazd o imunitate protectoare la animalele imunizate
impotriva infectiilor cu virusul rabic. Dupd consumare momelii, virusul vaccinului ajunge in tractul
alimentar si digestiv unde este rapid inactivat, in special datorita pH-ului scazut al stomacului. De aceea,
aici nu se formeaza raspuns imun.

Astfel, imunitatea impotriva infectiei cu rabie se formeaza in mod imunobiologic natural si nu are impact
negativ asupra organelor imunitare ale animalelor.

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet” pentru imunizarea pe cale orald a vulpilor este destinat si
a fost verificat pe douad specii de animale libere — vulpea rosie (Vulpes vulpes) si enotul (Nyctereutes
procyonoides). Pe langd imunizarea orald impotriva rabiei, nu s-a efectuat nicio altd imunizare impotriva
altor boli infectioase si nu s-a administrat nici un tratament profilactic la niciuna dintre specii.

Din acest motiv, nu s-au realizat experimente exacte de monitorizare a functiei imunobiologice.

8. Cerintele specifice ale vaccinurilor vii

8.1. Propagarea tulpinii vaccinale

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina vaccinala SAD-Bern este destinat exclusiv imunizarii orale a
animalelor salbatice impotriva rabiei. Este ambalat in blistere de plastic/aluminiu, acoperite si ascunse
intr-o momeala care atrage animalele tinta. Momelile continand virusul de vaccinare sunt amplasate in
camp manual sau din avion. Animalele tinta consuma aceste momeli, iar dupa deschiderea blisterelor de
plastic/aluminiu, virusul viu intrd in contact cu organele din regiunea nazofaringiand imunocompetente
pentru dezvoltarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a virusului si pentru dezvoltarea
imunitatii protectoare a animalelor imunizate. Animalele vaccinate nu excreta virusul vaccinal SAD-Bern
intrucat virusul care nu ramane la nivelul regiunii nazofaringiene, este inactivat rapid la nivelul tractului
alimentar si digestiv al animalelor, in special datorita pH-ului scazut al stomacului.

Avand n vedere particularitatea administrarii (distributia in cele mai variate conditii din teren), se
intdmpla adesea ca momelile sa fie consumate partial sau in intregime si de catre alte animale decat
animalele tinta. Se considerad extrem de important sa se verifice daca tulpina virald nu se raspandeste de
la un animal la altul in cazul rozatoarelor libere in conditii naturale. Rezultatele acestei verificari
efectuate in conditii experimentale sunt prezentate in partea IIIC, Capitolele 4 si 5 din Documentatia de
inregistrare. S-a demonstrat si dovedit in mod exact ca, in conditii de laborator, tulpina vaccinala SAD
Bern nu se raspandeste de la un animal la altul nici Tn cazul rozatoarelor salbatice, si nici la cele
domestice.
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Demonstrarea faptului ca, in conditii naturale, tulpina virala nu se raspandeste de la un animal la altul in
cazul rozatoarelor salbatice rezulta si din utilizarea efectiva in practica a vaccinului ,,LYSVULPEN por. ad
us. vet” cu virusul vaccinal SAD Bern timp de sapte ani. Din 1992, cand acest preparat imunobiologic a
fost utilizat pentru prima data in Cehia, si pana in 2002, s-au amplasat in total 17.744.000 momeli
vaccinale in Cehia. Toate cazurile pozitive de rabie la animale (atat la cele domestice, cat si la cele
salbatice) au fost analizate de Laboratorul National de Referinta pentru cazuri de Rabie din Liberec prin
anticorpi monoclonali, ficAndu-se distinctia dintre virusul nativ de virusul tulpinii vaccinale SAD Bern. in
intreaga perioada de administrare a vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, adica din 1992 pana in
2002, prin aceastda metoda s-au examinat in total 2368 de animale, inclusiv toate rozatoarele furnizate.
Rabia cauzata de virusul rabic cu tulpina vaccinald SAD Bern nu a fost demonstrat in niciunul din cazuri la
nicio specie, nici in cazul rozatoarelor salbatice.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern nu se raspandeste printre animalele tinta si nici in randul
altor specii de animale domestice sau salbatice, inclusiv rozatoarele salbatice. Rezultatele au fost
obtinute prin verificarea efectuata in conditii de laborator si pe baza evaluarii si a verificarii minutioase
efectuate in decursul utilizarii efective in practica a vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” in conditii de
teren.

8.2. Raspandirea printre animalele vaccinate

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern este destinat exclusiv imunizdrii orale a animalelor
salbatice Tmpotriva rabiei. Este ambalat in blistere de plastic/aluminiu, acoperite si ascunse fintr-o
momeala care atrage animalele tinta. Momelile continand virusul de vaccinare sunt amplasate in camp
manual sau din avion. Animalele tintd consuma aceste momeli, iar dupa deschiderea blisterelor de
plastic/aluminiu, virusul viu intrd in contact cu organele din regiunea nazofaringiand imunocompetente
pentru dezvoltarea anticorpilor specifici antirabici de neutralizare a virusului si pentru dezvoltarea
imunitatii protectoare a animalelor imunizate. Animalele vaccinate nu excreta virusul vaccinal SAD-Bern
intrucat virusul care nu ramane la nivelul regiunii nazofaringiene, este inactivat rapid la nivelul tractului
alimentar si digestiv al animalelor, in special datorita pH-ului scazut al stomacului.

Concluzie:
Virusul rabic viu atenuat cu tulpina vaccinala SAD Bern nu se raspandeste printre animalele vaccinate.
Intra Tn contact si stimuleaza doar organele imunitare de la nivelul regiunii nazofaringiene la animalele
imunizate.

8.3. Modificarea virulentei in cazul vaccinurilor atenuate

Virusul rabic cu tulpina vaccinala SAD Bern destinat imunizdrii animalelor salbatice impotriva rabiei este
un virus viu atenuat. Atenuarea (atenuare stabild) a fost obtinuta prin repicare pe termen lung pe culturi
tisulare de origine extraneurald. Tn acest mod si cu ajutorul acestei metode, virusul vaccinal SAD Bern si-
a pastrat proprietatile imunogene corespunzatoare si si-a redus virulenta. Virusul rabic cu tulpina SAD
Bern este virulent doar administrat intracerebral soarecilor albi, nefiind Tnhsa virulent in cazul acestei
specii dupa administrare orald sau subcutanatd. Nu este virulent dupa administrare orald la animalele
tintd sau alte animale salbatice (inclusiv rozatoare) si nu este virulent la animalele domestice (rezultatele
testului sunt prezentate in partea Il C din documentatia de inregistrare).

Modificarea virulentei in cazul vaccinurilor atenuate are o importanta extraordinara in ceea ce priveste
administrarea acestui vaccin. De aceea, se acorda atentie sporita testarii stabilitatii atenuarii. Testarea
stabilitatii atenudrii a fost efectuata in toate fazele de lucru admisibile (5 faze de lucru din germenele
principal al virusului) si rezultatul a fost corespunzator. De asemenea, testarea stabilitatii atenuarii s-a
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efectuat la fiecare lot al vaccinului livrat ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, cu titlu de verificare finala a
vaccinului Tnainte de livrare.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern destinat exclusiv imunizarii orale a animalelor impotriva
rabiei isi pastreaza o atenuare stabila. Testarea acestui parametru biologic a fost efectuata la nivelul
lotului germenilor principali si al lotului germenilor de lucru si este efectuat pe fiecare lot de vaccin
inainte de livrare.

8.4. Proprietatile biologice ale tulpinii vaccinale
Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern utilizat pentru imunizarea orala a animalelor impotriva
rabiei are proprietatile biologice prezentate in tabelul nr. 12.

Concluzie:

Virusul rabic viu atenuat cu tulpina SAD Bern demonstreaza ca detine proprietati corespunzatoare atat
din punctul de vedere imunogenitatii si inofensivitatii, cat si alte proprietati, indeplinind toate cerintele
stabilite pentru selectarea tulpinii vaccinale pentru imunizarea animalelor sadlbatice impotriva rabiei,
conform specificatiilor Farmacopeii.

Tabelul nr. 12

Proprietatile biologice ale tulpinii vaccinale SAD Bern

Proprietatea biologica Caracteristici Nota
Cultivarea pe culturi tisulare de | Cultivarea pe culturi tisulare din
origine extraneurala rinichi de hamster
Virulenta dupa administrare i.c. Virulent in cazul soarecilor albi intre
6-10 gr dupa administrarea a 0,03
mli.c.
Virulenta dupa administrare s.c. Nevirulent in cazul soarecilor albi
intre 15-18 gr dupa administrarea a
0,2 mls.c.
Virulenta dupa administrare p.o. Nevirulent Tn cazul soarecilor albi | Partea IlIC din documentatia de
intre 15-18 gr dupa administrarea | inregistrare
p.o.
Virulenta la vulpi si enoti Nevirulent Tn urma administrarii | Partea IlIC din documentatia de

orale a dozei recomandate si a unei | inregistrare
cantitati de zece ori mai mari decat
doza recomandata

Virulenta la caini si pisici Nevirulent Tn urma administrarii | Partea IlIC din documentatia de
orale a unei cantitati de zece ori mai | inregistrare
mari decat doza recomandata

Virulenta la animale salbatice Tulpina virald nu se raspandeste de | Partea IIIC din documentatia de
la un animal la altul in cazul | inregistrare

rozatoarelor salbatice in conditii
naturale si de laborator

Marker genetic Tulpina viralda are markeri genetici | Partea IlIC din documentatia de
pe baza cdrora se distinge de alte | inregistrare
tulpini virale de rabie

Imunogenitate la vulpi si enoti Induce imunitate protectoare | Partea IlIC din documentatia de
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impotriva rabiei la speciile t{inta — | inregistrare
vulpi si enoti dupa administrare p.o.

8.5. Recombinarea sau substituirea genomilor tulpinilor

Virusul rabic al vaccinului cu tulpina SAD Bern utilizat pentru imunizarea orala a animalelor salbatice
impotriva rabiei este un virus viu atenuat. Atenuarea a fost obtinuta prin repicare pe termen lung pe
culturi tisulare de origine extraneurala. Astfel, virusul nu a fost obtinut prin tehnologie recombinanta ca
in cazul tulpinii rabice V-RG.

Concluzie:
Virusul rabic al vaccinului cu tulpina SAD Bern este un virus atenuat; nu este un virus obtinut prin
tehnologie genetica recombinanta.

9. Studierea reziduurilor

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii speciilor de animale salbatice tintd impotriva rabiei. Vaccinul nu este destinat
imunizarii animalelor domestice si de ferma crescute pentru hrana. Din acest motiv, nu s-a efectuat
studiul reziduurilor.

Un aspect special 1l reprezinta adaugarea tetraciclinei clorhidrat in momeala ca biomarker, care face
posibila determinarea acesteia in oasele sau in dintii animalelor capturate si diagnosticarea consumului
momelii cu vaccin de catre animale.

Concluzie:
Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor nu este
destinat animalelor crescute pentru hrana.

10. Interactiuni

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii speciilor tinta: vulpile rosii si enotii. Imunizarea orala impotriva rabiei este doar unul
din tratamentele preventive imunologice sau medicale efectuate asupra acestor specii speciale de
animale salbatice. Din acest motiv, nu s-a efectuat studiul interactiunilor.

Concluzie:

Vaccinul antirabic ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” utilizat pentru imunizarea orala a vulpilor este destinat
exclusiv imunizarii animalelor salbatice la care nu se aplica nici un tratament imunologic. Din acest
motiv, nu s-a efectuat studiul interactiunilor.

D. Studiul de teren

Vaccinul antirabic, ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, destinat imunizarii orale a vulpilor a fost folosit prima
data in Cehia in 1992. De atunci si pana in prezent, s-au amplasat in total 17.744.000 momeli vaccinale in
intreaga Cehie. In aceeasi perioad3, s-au exportat 5.227.970 momeli vaccinale. Tn cei zece ani de utilizare
a acestui vaccin, au fost produse si livrate in total 23.021.970 momeli de imunizare. in perioada de
administrare a vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, monitorizata si evaluata, s-a diagnosticat rabia la
2368 animale domestice si sdlbatice din Cehia. in toate cazurile, diagnosticarea diferentiald a rabiei s-a
efectuat prin anticorpii specifici monoclinali pentru a se face diferenta dintre virusul rabic nativ si virusul
vaccinului SAD Bern. Nu s-a inregistrat in niciuna din situatii ,rabia vaccinald”, adica rabia cauzata de
tulpina vaccinala administrata SAD Bern. S-au realizat analize similare in fiecare tara in care s-a exportat
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vaccinul ,,LYSVULPEN por. ad us. vet.” Institutele de testare din strdindtate nu au nregistrat nici un caz
de rabie provocatd de tulpina SAD Bern administrata. Informatiile detaliate cu privire la numarul de
momeli vaccinale administrate in cadrul fiecarei campanii si in fiecare an, informatiile privitoare la
numarul de specii afectate de rabie, cat si alte informatii sunt prezentate in tabelele si diagramele din
partea a IV-a a documentatiei de inregistrare — Eficienta.

Concluzie:

S-a testat in conditile de teren inofensivitatea vaccinului ,LYSVULPEN por. ad us. vet.” destinat
imunizdrii orale a vulpilor. in perioada de zece ani examinatd, in Cehia , s-au amplasat in total
17.744.000 momeli vaccinale. in aceeasi perioad3, rabia a fost confirmata la 2368 animale domestice si
salbatice. Nu s-a Tnregistrat nici un caz de rabie cauzata de tulpina vaccinalda SAD Bern. Institutele de
testare din tarile in care a fost exportat vaccinul au obtinut rezultate similare. Rezultatele obtinute
confirma si completeaza informatiile privind inofensivitatea tulpinii rabice vaccinale SAD Bern si
caracterul adecvat al acesteia Tn scopul imunizarii orale a animalelor salbatice Tmpotriva rabiei.

E. Ecotoxicitate

Vaccinul antirabic, ,LYSVULPEN por. ad us. vet.”, destinat imunizarii orale a vulpilor contine virusul
vaccinal viu atenuat cu tulpina SAD Bern. Tulpina este ambalata in blistere de aluminiu/plastic, introduse
in momeala care atrage animalele tinta. Momelile vaccinale sunt Tmpachetate cate 20 in ambalaje de
hartie pentru a fi amplasate manual sau Tn pungi a cate 350 bucati fiecare pentru distribuirea din avion.
Din punctul de vedere al ecotoxicitatii, blisterele de aluminiu/plastic polueaza doar intr-o anumita
masurd. Anumite animale {inta lasa blisterele mestecate in locul in care le-au consumat, acestea
ramanand pe teren. Blisterele sunt, de reguld, maruntite bine, putand astfel fi consumate de rozatoare
mici de genul soarecilor. De aceea, blisterele vaccinale folosite sunt greu de gasit si se pot descoperi rar
in urma campaniilor de vaccinare.
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MODIFICAREA PARTII A lll-A — STUDIUL DE SIGURANTA

A. INTRODUCERE 3
B. CERINTE GENERALE 3
C. TESTE DE LABORATOR 3

1. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
1A. Siguranta Tn urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima recomandata
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A. INTRODUCERE

Aceasta parte recapituleaza rezultatele testului de siguranta a vaccinului LYSVULPEN por. ad us. vet.
Continand tulpina vaccinala a virusului rabic atenuat SAD Bern: MSV Bio 10 dupa administrarea acestui
preparat imunobiologic la mistret (Sus scrofa), bursuc (Meles meles), jderul de piatra (Martes foina) si
pescarusul razator (Chroicocephalus ridibundus).

B. CERINTE GENERALE

1. Testele de siguranta s-au efectuat la speciile care nu reprezinta tinta preparatului; la mistret (Sus
scrofa), bursuc (Meles meles), jderul de piatra (Martes foina) si pescarusul razator (Chroicocephalus
ridibundus). De asemenea, studiul de siguranta s-a efectuat si pe soarecii albi de laborator.

2. Doza recomandata a fost administrata in scopul verificarii eficientei testului. Testul de inocuitate a
fost efectuat in conformitate cu Farmacopeea europeana si cu recomandarile OMS.

3. Tn scopul verificarii eficientei testului, au fost utilizate loturile de LYSVULPEN por. ad us. vet. produse
in conformitate cu dosarul de inregistrare.

C. TESTE DE LABORATOR

Testele de laborator au fost efectuate in conformitate cu Farmacopeea europeana 01/2008; 0746
VACCIN ANTIRABIC (VIU, ORAL) PENTRU VULPI (Vaccinum rabiei perorale vivum ad vulpem) si cu
recomandarile OMS.

1. 1. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decit doza maxima
recomandata

1A. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima
recomandata

- mistret (Sus scrofa)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, mistretii, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen por. ad
us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile in libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandatd in cazul a 10 mistreti (Sus scrofa). Tn 180 de zile de la administrarea Lysvulpen por.
ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea perioadei de
observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu a fost descoperit prin
imunofluorescenta directd la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al
hipocampulu. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea anticorpilor
antorabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Mistretul (Sus scrofa) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta vaccinului, ce consuma momelile
de Lysvulpen por. ad us. vet. Mistretii sunt, in general, susceptibili moderat la rabie. S-a demonstrat, de
asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet.
De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar
examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a
demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficientd pentru manifestarea
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simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pdsari. De asemenea, s-a folosit un examen prin
imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific in vederea diagnosticarii rabiei in laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la mistreti (Sus scrofa). Aceasta concluzie este
sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de 180
de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara a creierului animalelor
din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse Tn testul de siguranta

Nr. crt. mistret Nr. de identificare mistret Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sdndtate

1 PD1 3 luni F Buna

2 PD2 4 luni M Buna

3 PD3 5 luni F Buna

4 PD4 3 luni F Buna

5 PD5 6 luni M Buna

6 PD6 4 luni M Buna

7 PD7 7 luni F Buna

8 PD8 3 luni M Buna

9 PD9 lan M Buna f. sdlbatic

10 PD10 lan F Buna

PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de

saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,,post mortem”

Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici

Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescentd, portobiect

- instrumentar de disectie

- frigider de 2-8 °C, congelator de -18 °C, echipament de congelare de -80 °C

- termostat 37 °C cu 5% CO2

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate
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- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Mistret
d2)Categoria animalelor
- Dela3lunilalan
d3) Originea animalelor
- Animale din Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Crotalie
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute in custi cate 5
d7) hranirea animalelor
- Animalele au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din
amestecuri speciale pentru porci domestici din aceeasi categorie.
d8) Denumirea proprietarului animalelor
- - Bioveta a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané
d9) Denumirea echipamentului de testare
- Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

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

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost inregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicind Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta lvanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr. crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (IU/ml) Post mortem - IF

mistret orald (180 zile) | O-initial 1lund 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp
Lysvulpen oblongata

1 2,0x10°° Neg. 0 1,50 1,65 1,21 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

2 2,0x10%° Neg. 0 2,80 2,65 2,28 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

3 2,0x10°° Neg. 0 0,90 1,10 0,91 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

4 2,0x10°° Neg. 0 1,15 1,05 0,84 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

5 2,0x10°° Neg. 0 3,30 2,71 2,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

6 2,0x10°° Neg. 0 2,60 2,37 1,67 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

7 2,0x10%° Neg. 0 1,12 1,31 0,93 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

8 2,0x10°° Neg. 0 0,85 1,26 0,84 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

9 2,0x10°° Neg. 0 2,30 1,92 1,28 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

10 2,0x10°° Neg. 0 2,60 1,89 1,17 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC'Dso/ ml

Media Neg. 0 1,912 1,791 1,332 Neg. Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la mistreti (Sus scrofa)
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1B. Siguranta in urma administrdrii unei cantitdti de zece ori mai mari decat doza maximd
recomandatd
- pescdrus razdtor (Chroicocephalus ridibundus)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, pescarusii razatori, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de
Lysvulpen por. ad us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile in libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandata in cazul a 10 pescarusi razitori (Chroicocephalus ridibundus). Tn 180 de zile de Ia
administrarea Lysvulpen por. ad us. vet., pasarile din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa
incheierea perioadei de observatie, toate pasarile din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu
a fost descoperit prin imunofluorescenta directa la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei
oblongata si al hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici o pasare din experiment. Determinarea
anticorpilor antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Pescarusul rdzator (Chroicocephalus ridibundus) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta
vaccinului, ce consuma momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Pasarile nu sunt, in general, susceptibile la
rabie. S-a demonstrat, de asemenea, prin neformarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea
Lysvulpen por. ad us. vet. (la toti cei 10 pescarusi razatori). De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe
parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar examinarea ulterioara a creierului in laborator
pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a demonstrat existenta rabiei. Perioada de
observatie de 180 de zile este suficienta pentru manifestarea simptomelor rabiei la toate speciile de
animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un examen prin imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si
specific n vederea diagnosticarii rabiei in laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la pescarusii razatori (Chroicocephalus ridibundus).
Aceasta concluzie este sustinutda de rezultatele observatiilor clinice asupra pasarilor participante la
experiment timp de 180 de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara
a creierului animalelor din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse Tn testul de siguranta

Nr. crt. pasare Nr. de identificare pasare Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sdndtate

1 RCH1 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

2 RCH2 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

3 RCH3 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

4 RCH4 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

5 RCH5 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna

6 RCH6 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

7 RCH7 Tanar (panalalan) | Necunoscut Buna Mai putin penaj
8 RCH8 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna

9 RCH9 Batran (peste 1 an) Necunoscut Buna
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| 10 | RCH10 | Tandr (pand la 1 an) | Necunoscut Buna

PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,,post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

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

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Pescarus razator (Chroicocephalus ridibundus)
d2)Categoria animalelor
- Pasaritinere (panala 1 an) si pasari batrane (peste 1 an)
d3) Originea animalelor
- Animale capturate in Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Pasarile au fost tinute Tn colivii separate pe durata perioadei de verificare
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute in colivii separate. Dimensiunea coliviilor a fost de
1x3x2 m. In colivie erau dou3 stinghii pentru ca pasarile s3 se poatd aseza si misca.
d7) Hranirea animalelor
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- Pasarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din bucatele
mici de peste, cartofi si fructe. Pe durata intregii perioade de verificare, animalele au avut apa la
discretie.

d8) Denumirea proprietarului animalelor

- - Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

d9) Denumirea echipamentului de testare

- Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

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

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - pasarile din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale pasarilor au fost Tnregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,post mortem” - rabia a fost diagnosticata prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul pasarilor testate
la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat, 1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicind Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta lvanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr. crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (IU/ml) Post mortem - IF

pescarus orald (180 zile) | O-initial 1luna 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp

razator Lysvulpen oblongata

1 2,0x10%° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

2 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

4 2,0x10%° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

6 2,0x10%° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

8 2,0x10%° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

10 2,0x10%° Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCleu/ ml

Media Neg. 0 0 0 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la pescdrusii razatori (Chroicocephalus ridibundus).




BIOVETA, a.s. Komenského 212, 683 23, lvanovice na Hané, Republica Ceha
Tel. +420517363 321-4 email: comm@bioveta.cz

1C. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima
recomandata - jderul de piatra (Martes foina)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, jderii de piatra, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen
por. ad us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile in libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandatd in cazul a 10 jderi de piatrd (Martes foina). In 180 de zile de la administrarea
Lysvulpen por. ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea
perioadei de observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu a fost
descoperit prin imunofluorescenta directa la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei
oblongata si al hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea
anticorpilor antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Jderul de piatra (Martes foina) poate fi una din speciile care nu reprezinta tinta vaccinului, ce consuma
momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Sunt, in general, moderat susceptibile la rabie. S-a demonstrat,
de asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen por. ad us.
vet. De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de zile , iar
examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului rabic nu a
demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficienta pentru manifestarea
simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un examen prin
imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific Tn vederea diagnosticarii rabiei in laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la jderii de piatra (Martes foina). Aceasta concluzie
este sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de
180 de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioard a creierului
animalelor din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. jder de | Nr. de identificare jder de Caracteristicile animalului Notd
piatra piatra Varsta Sexul Starea de sdnatate

1 KS1 6 luni M Buna

2 KS2 6 luni F Buna

3 KS3 6 luni F Buna

4 KS4 6 luni F Buna

5 KS5 6 luni M Buna

6 KS6 6 luni M Buna

7 KS7 18 luni M Buna agresiv
8 KS8 18 luni F Buna

9 KS9 18 luni M Buna

10 KS10 18 luni M Buna
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PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,, post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

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

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Jder de piatra (Martes foina)
d2)Categoria animalelor
- Dela6la18luni
d3) Originea animalelor
- Animale din Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Tatuaj ureche
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost tinute in custi separate.
d7) Hranirea animalelor
- Pasarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din carne fiarta
si fructe.
d8) Denumirea proprietarului animalelor
- - Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané
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d9) Denumirea echipamentului de testare
- Bioveta a.s. cu sediul in Ivanovice na Hané

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

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost inregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,,post mortem” - rabia a fost diagnosticatda prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicind Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta lvanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr. crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (IU/ml) Post mortem - IF

jder de | orald (180 zile) | O-initial 1luna 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp

piatra Lysvulpen oblongata

1 2,0x10%° Neg. 0 3,64 3,19 2,92 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

2 2,0x10™° Neg. 0 3,92 3,81 3,66 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 1,98 1,78 1,63 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

4 2,0x10%° Neg. 0 5,19 4,83 4,44 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 4,27 4,11 3,88 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

6 2,0x10%° Neg. 0 3,83 3,71 3,54 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 2,79 2,63 2,39 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

8 2,0x10%° Neg. 0 1,91 1,74 1,66 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 5,52 5,38 5,27 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

10 2,0x10%° Neg. 0 3,17 3,00 2,88 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCleu/ ml

Media Neg. 0 3,622 3,418 3,227 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la jderii de piatrd (Martes foina).
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1D. Siguranta in urma administrarii unei cantitati de zece ori mai mari decat doza maxima
recomandata- bursuc (Meles meles)

Rezumat:

Din cauza numarului lor mare, bursucii, tipic omnivori, intra in contact cu momelile de Lysvulpen por. ad
us. vet. cu ocazia campaniilor sezoniere si le consuma.

in conformitate cu recomandarile OMS, vaccinurile orale pentru imunizarea antirabicd a animalelor
salbatice trebuie verificate la toate speciile care nu reprezinta tinta acestora si care ar putea consuma
vaccinurile in libertate.

Lysvulpen por. ad us. vet. a fost testat dupa administrarea unei cantitati de zece ori mai mari decat doza
maxima recomandata in cazul a 10 bursuci (Meles meles). Tn 180 de zile de la administrarea Lysvulpen
por. ad us. vet., animalele din experiment nu au prezentat semne de rabie. Dupa incheierea perioadei de
observatie, toate animalele din experiment au fost sacrificate, insa virusul rabic nu a fost descoperit prin
imunofluorescenta directd la nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al
hipocampului. Rabia nu s-a demonstrat la nici un animal din experiment. Determinarea anticorpilor
antirabici a fost pozitiva la 1,2,3 si 6 luni de la administrarea virusului.

Dezbatere:

Bursucul (Meles meles) poate fi una din speciile care nu reprezintd tinta vaccinului, ce consuma
momelile de Lysvulpen por. ad us. vet. Bursucii sunt, in general, moderat susceptibili la rabie. S-a
demonstrat, de asemenea, prin formarea anticorpilor in decurs de 6 luni de la administrarea Lysvulpen
por. ad us. vet. De asemenea, rabia nu s-a demonstrat pe parcursul perioadei de observatie de 180 de
zile , iar examinarea ulterioara a creierului in laborator pentru a verifica existenta antigenului virusului
rabic nu a demonstrat existenta rabiei. Perioada de observatie de 180 de zile este suficienta pentru
manifestarea simptomelor rabiei la toate speciile de animale si pasari. De asemenea, s-a folosit un
examen prin imunofluorescenta indirecta foarte sensibil si specific Tn vederea diagnosticarii rabiei Tn
laborator.

Concluzie:

Siguranta Lysvulpen por. ad us. vet. a fost demonstrata in urma administrarii orale a unei cantitati de
zece ori mai mari decat doza maxima recomandata la bursuci (Meles meles). Aceasta concluzie este
sustinuta de rezultatele observatiilor clinice asupra animalelor participante la experiment timp de 180
de zile de la administrarea Lysvulpen por. ad us. vet. si de examinarea ulterioara a creierului animalelor
din experiment pentru demonstrarea prezentei virusului rabic.

Lista si caracteristicile animalelor cuprinse in testul de siguranta

Nr. crt. bursuc Nr. de identificare bursuc Caracteristicile animalului Nota
Varsta Sexul Starea de sanatate

1 JL1 5 luni F Buna

2 JL2 5 luni F Buna

3 JL3 5 luni M Buna

4 LA 6 luni M Buna Foarte agresiv
5 JLS 6 luni M Buna

6 JL6 6 luni F Buna

7 L7 6 luni M Buna

8 JL8 5 luni F Buna

9 JL9 6 luni M Buna

10 JL10 18 luni F Buna
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PROTOCOL DE TESTARE

a) Descrierea metodelor utilizate

al) Monitorizarea si evaluarea reactiilor adverse

Observarea reactiilor adverse si inregistrarea acestora, simptomele clinice asociate rabiei — modificarea
comportamentului, modificarea vocii, pareza musculara, paralizia musculara, acumularea si excretia de
saliva, paralizia grupurilor musculare ce duc la decesul animalului.

a2) Diagnosticarea rabiei ,, post mortem”
Imunofluorescenta directa (Dean si Abelseths, 1973)

a3) Determinarea anticorpilor antirabici
Testul FAVN — detectarea anticorpilor antirabici (Cliquet si Barrat, 1996).

b) Descrierea instrumentarului si echipamentelor utilizate:

- siringa de 2 ml cu aplicator

- microscop pentru imunofluorescenta, portobiect

- instrumentar de disectie

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

- placute de plastic pentru culturile tisulare

- pipete pentru culturile tisulare

c) Descrierea materialelor utilizate

- jurnal pentru inregistrarea starii clinice zilnice a animalelor

- material de testare MSV Bio 10+1 cu de zece ori titrul maxim de vaccin utilizat
- conjugat antirabic

- standarde pentru efectuarea testului de imunofluorescenta directa si FAVN

d) Utilizarea animalelor la teste

d1) Specia
- Bursuc (Meles meles)
d2)Categoria animalelor
- Exemplare tinere de 5i 6 luni
d3) Originea animalelor
- Animale capturate in Cehia
d4) Identificarea animalelor
- Tatuaj ureche
d5) Numar animale
- 10 buc.
d6) Mediul de viata si locatia animalelor
- Animalele din experiment au fost t{inute Tn custi separate. Custile aveau dimensiunea de 1x3x2
m. In cuscd s-a amplasat un ascunzis pentru animale.
d7) Hranirea animalelor
- Pasarile au fost hranite de 3 ori pe zi, dimineata, la amiaza si seara. Dieta consta din bucatele
mici de carne, cartofi si fructe. Pe parcursul perioadei de verificare, animalele au avut apa la
discretie.
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d8) Denumirea proprietarului animalelor

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

- Bioveta a.s. cu sediul in lvanovice na Hané

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

Doza de administrare: - 2,0 ml de virus rabic de test

Metoda de administrare: oral, artificial, cu ajutorul unei siringi de plastic cu adaptor de cauciuc
Frecventa de administrare: virusul de testare a fost administrat o data prin metoda artificiala

Observatii privind reactiile adverse: - animalele din cadrul experimentului au fost monitorizate zilnic si
toate reactiile neobisnuite sau adverse ale animalelor au fost inregistrate, acordand atentie prezentei
rabiei

Diagnosticarea rabiei ,,post mortem” - rabia a fost diagnosticatda prin imunofluorescenta directa la
nivelul cortexului cerebral, a cerebelului, al medullei oblongata si al hipocampului. (Dean si Abelseths,
1973)

Determinarea anticorpilor antirabici — anticorpii antirabici au fost determinati din serul animalelor
testate la intervale exacte. Anticorpii antirabici au fost determinati prin testul FAVN (Cliquet si Barrat,
1996).
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Numele, adresa, functia si calificarea examinatorului:

MVDr. Vladimir Vrzal, Csc.

Data nasterii: 26 noiembrie 1953

Studii: 1969 — 1973: Liceul Tehnico-agricol — specializarea veterinara, Kromeriz
1973-1979 Facultatea de Medicind Veterinara din Brno

1 aprilie 1979: Bioveta Ivanovice na Hané, inceperea activitatii

1979-1980: Serviciul militar la Serviciul veterinar al Politiei de frontiera
1980-1987: Controlor tehnic independent la Departamentul de control calitate si management
1985-1990: Studii pentru teza in domeniul zooigienei si epidemiologiei
1987-1995: Seful departamentului de control calitate si management
1998-2003: Director de productie si dezvoltare a produselor biologice veterinare
2003-2007: Director de inovare si dezvoltare a produselor biologice

Din 01.01.2007: Director adjunct companie, manager de proiect la Bioveta a.s.

Membru in organizatii profesionale:

Asociatia cehoslovaca de microbiologie — din 1980
Asociatia stiintifica cehoslovaca de fungologie — din 1980
Asociatia cehoslovaca de imunologie — din 1981
Activitate profesionala:

Publicatii:

Este autorul si coautorul a 131 publicatii stiintifice.
Certificate de autor:

Este autorul si coautorul a 25 brevete.

Rapoarte finale de recenzie:

Este autorul si coautorul a 23 rapoarte finale pentru preparate puse in folosinta.

Specializare profesionala: imunologie, virusologie
MVDr. Vladimir Vrzal, CSc.
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Nr. crt. | Administrare | Clinic Prelevare sange (IU/ml) Post mortem - IF

bursuc orald (180 zile) O-initial 1luna 3 luni 6 luni Cortex Cerebel Medulla Hipocamp
Lysvulpen oblongata

1 2,0x10%° Neg. 0 2,55 2,39 2,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

2 2,0x10™° Neg. 0 1.87 1,55 1,37 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

3 2,0x10™° Neg. 0 3,06 2,87 2,44 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

4 2,0x10%° Neg. 0 4,19 3,90 3,68 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

5 2,0x10™° Neg. 0 1,65 1,36 1,19 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

6 2,0x10%° Neg. 0 2,91 2,88 2,49 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

7 2,0x10™° Neg. 0 3,66 3,49 3,13 Neg. Neg. Neg. Neg.
TC|D50/ ml

8 2,0x10%° Neg. 0 2,87 2,67 2,46 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

9 2,0x10™° Neg. 0 3,91 3,72 3,51 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCIDso / ml

10 2,0x10%° Neg. 0 3,12 2,81 2,69 Neg. Neg. Neg. Neg.
TCleu/ ml

Media Neg. 0 2,979 2,764 2,515 0 Neg. Neg. Neg.

Testarea vaccinului LYSVULPEN la bursuci (Meles meles).
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