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Abstract

The paper present the methods for preparation and control of the live rabies vaccines, RABIROM

and

RABIROM-V, produced by ROMVAC Co. S.A., to be used for prevention of the rabies in dogs, cats and foxes.

Rezumat

Lucrarea prezinta modalitatile de preparare si de control ale vaccinurilor antirabice vii, RABIROM si RABIROM-V,
produse ale ROMVAC Co. S.A., destinate prevenirii turbarii la caini, pisici si respectiv vulpi. Rabia (turbarea,
hidrofobia) este o zoonoza virala neuroinvaziva (1, 7) care a focalizat asupra ei eforturile de a intelege
etiopatogenia bolii, de a putea stabili diagnosticul si de a gasi mijloacele de prevenire si de control ale acesteia.

Dramatismul cu care evolueaza boala la
carnasiere, ca de altfel la toate animalele cu
sange cald (inclusiv omul) a facut ca nume
ilustre ale medicinii umane si veterinare sa
cerceteze gi sa aduca contributii la
rezolvarea problematicii legate de turbare.
Sunt de mentionat Louis Pasteur, Claudio
Fermi ca si romanii Victor Babes, Adelchi
Negri s.a. (5).

Rabia este produsa de un virus care
apartine familiei Rhabdoviridae, genul
Lyssavirus, specia de virus rabic din
serotipul 1. Se cunosc acum toate datele
legate de aspectul electronomicroscopic al
particulei virale (forma de glont, este
anvelopat, cu dimensiuni de 130-240 nm),
de compozitia fizico-chimica (particulele
virale contin 67 % proteine, 26 % lipide, 4 %
ARN monocatenar, care codifica pentru 5
proteine: G, M, N, L, S si 3 % carbohidrati,
legati covalent de lipide si proteine) de
rezistenta la factori de mediu si de
substantele care il conserva (glicerol) sau
dimpotriva il distrug (aldehida formica,
solventi ai lipidelor) (1, 3, 10).

Prin studii de virus neutralizare cu
anticorpi monoclonali au fost identificate si
izolate, de la om si animal, in afara
serotipului clasic 1, alte cinci serotipuri
(1,10). Virusul rabic patrunde in organism
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prin muscaturi, leziuni ale pielii, inhalat, prin
mucoasele ochilor gi gurii.

Virusul se multiplica la locul inocularii si
apoi se disemineaza centripet de-a lungul
axonilor nervilor periferici.

Dupa patrunderea in sistemul nervos
central apar manifestarile de boala, care, la
caine, evolueaza in formele furioasa si muta
sau paralitica.

Diagnosticul de turbare, prezumtiv, se
realizeaza pe baza simptomatologiei, prin
urmarirea animalului bolnav, timp de 14 zile
si de certitudine prin examene de laborator:
examen histopatologic care evidentiaza
corpi Babes-Negri in celule din hipocampus
major, urmat de inocularea soriceilor sugari

sau/si examenul pe amprente utilizand
imunofluorescenta. Alte teste folosite Tin
diagnostic sunt reactia de fixare a
complementului, testele de virus

neutralizare si ELISA. Se mai utilizeaza
tehnici imunoperoxidazice, eventual cu
amplificare, in sistemul avidina-biotina pe
tesuturi fixate cu aldehida formica (3).

in figura 1 este prezentatd o culturd de
celule BHK»1C4; infectata cu virus rabic,
examinata la microscop.

Incluzile rabice sunt formatiunile
rotunde / ovalare care prezinta halou de jur
imprejur.
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Virusul rabic se replica, in vertebrate si
insecte, ca si in unele culturi de celule
primare (ex: de pui de gaina, iepure,
soarece, hamster, caine, porc etc.) sau linii
stabilizate (BHK,C,3, MR-5, WI-38 etc.).

Pentru controlul turbarii au fost create
vaccinuri vii sau inactivate in care virusul
rabic a fost cultivat in organisme animale
(soareci, oi, oua embrionate de gaina etc.)
sau in substrat celular-culturi de celule
primare sau linii stabilizate de origine
umana, animala ori provenind de la primate.

Exista vaccinuri antirabice monovalente
sau asociate pentru carnasiere sau/si
pentru alte specii de animale (2).

Deoarece carnasierele reprezinta
principalul  rezervor rabigen, ele au
beneficiat de cea mai mare atentie in

privinta realizarii de vaccinuri care sa
asigure imunopreventia antirabica.
Incepand cu anul 1990, in cadrul

companiei ROMVAC au inceput cercetarile
pentru prepararea unor vaccinuri vii pentru
caini si pisici, cu administrare parenterala si
respectiv pentru vulpi, cu administrare orala
(4). Din 1997 si pana in prezent au fost
preparate si livrate in teren 272 serii de
vaccin antirabic pentru ciini si pisici,
RABIROM, echivalentul a mai mult de 12
milioane doze si respectiv 17 serii de vaccin
antirabic pentru vulpi, RABIROM-V, adica
mai mult de 200.000 momeli.

Scopul prezentei lucrari este de a
informa cititorii si colegii, medici veterinari
care utilizeaza produsele companiei
ROMVAC asupra modalitatilor de preparare
si de control, activitate realizatda atat in
cadrul Laboratorului de Control Produse
Biologice, propriu, cat si in cel al Institutului
pentru Controlul Produselor Biologice si
Medicamentelor de uz Veterinar.

Vaccinurile antirabice RABIROM si
RABIROM-V se realizeaza utilizand metode
moderne de replicare a virusurilor rabice,
tulpinile HEP-FLURY si SAD-BERNE, in
culturi de celule, primare si respectiv dintr-o
linie stabilizata de celule.

In figura 2, este prezentat aspectul
incluziilor rabice in culturd de celule
BHK,1C,3inoculate cu tulpina SAD-BERNE.

Controlul titrului vaccinurilor antirabice
RABIROM si RABIROM-V se realizeaza
utilizind soareci SPF din linia NMRI si
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respectivimunofluorescenta directa cu seruri
monospecifice.

Figura 1. Cultura de celule BHK21C+3 infectata cu
virus rabic, examinatda la microscop. (Coloratia
Sellers) Incluziunile rabice sunt formatiunile rotunde /
ovalare care prezinta halou de jur imprejur.

Figura 2. Cultura de celule BHK21C13 infectatd cu
virus rabic, inoculate cu tulpina SAD-BERNE,
examinata la microscop. (Coloratia  Sellers)
Incluziunile rabice sunt formatiunile rotunde/ovalare
care prezinta halou de jur imprejur.

Produsele RABIROM si RABIROM-V
sunt realizate in acord cu normele
internationale (9) si controlate in Laboratorul
de Control Produse Biologice si in cadrul
Institutului  pentru  Controlul  Produselor
Biologice si Medicamentelor de uz Veterinar.

MATERIALE $I METODE

1. Culturi celulare:

- Culturile celulare de fibroblaste
embrionare de gaina (FEG) SPF, substrat
pentru producerea vaccinului RABIROM
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din linia celulara
pentru producerea

_ Culturile celulare
BHK,1C43, substrat
vaccinului RABIROM-V
2. Tulpini de virus:

- HEP-FLURY pentru producerea vaccinului
RABIROM

- SAD-BERNE - pentru
vaccinului RABIROM-V

3. Medii de cultura si intretinere, alte
ingrediente

- Mediu 199 pentru producerea vaccinului
RABIROM,;

producerea

- Minimum Essential Medium (MEM)/
Glasgow Minimum Essential Medium
(GMEM) pentru producerea vaccinului
RABIROM-V;

- Ser fetal bovin (Fetal Bovine Serum-BFS)
sau ser de vitel nou-nascut;

- L-glutaming;

- Antibiotice;

- Solutii de disociere a monostratelor
celulare;

- Solutiii stabilizatoare.

Materiile prime folosite la prepararea si
conditionarea vaccinurilor antirabice sunt
insotite de Certificate de analiza si de
conformitate ce atesta calitatea acestora.

Metode

1. Obtinerea monostratelor
FEG §| BHK21C13

2. Inocularea culturilor celulare cu tulpina de
virus rabic, HEP-FLURY respectiv SAD-
BERNE

3. Recoltarea suspensiei
conditionarea seriei de vaccin

Vaccinul RABIROM se conditioneaza
prin liofilizare in flacoane ce contin 1, 5 sau
10 doze. Produsul este insotit de diluant, in
volum corespunzator numarului de doze.
Diluantul este o solutie tampon fosfat salin,
ce asigura rehidratarea cu conservarea
proprietatilor  biologice ale vaccinului.
Vaccinul se conserva pe toata perioada de
valabilitate la temperatura de +2/+8°C iar
diluantul la temperatura camerei.

Vaccinul RABIROM-V se conditioneaza
in blistere din PVC (atoxic alimentar) iar
acestea se monteaza in momeli vaccinale
care se conserva pe toatd perioada de
valabilitate la temperatura de — 15/-20°C.

4. Controlul vaccinului

Dupa prelevarea probelor (RABIROM si

RABIROM-V) se efectueazd controale

celulare de

virale Si
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calitative si cantitative conform normelor

specifice.
Controale calitative
Controlul sterilitatii bacteriologice si

fungice se efectueaza la fiecare serie de
vaccin, conf. F.R.X, acceptandu-se pentru
livrare numai seriile corespunzatoare;

Controlul inocuitatii atesta lipsa de
nocivitate a produsului. Se efecueaza atat
pentru specia tinta (inocuitate specifica) cat
si pe animale de laborator — soareci -
(inocuitate nespecifica). Inocuitatea specifica
se efectueaza prin inocularea la specia tinta
de 10 x doza vaccinala. In perioada lucrarilor
pentru omologarea produsului animalele au
fost inoculate cu doze repetate de vaccin.

La toate serile de vaccin controlate in
perioada de omologare, ca si la controlul
seriilor de productie nu au fost inregistrate
reactii locale sau generale care sa poata fi
atribuite vaccinului antirabic RABIROM si

RABIROM-V. Controlul raspunsului imun
pentru vaccinul antirabic RABIROM si
RABIROM-V se realizeaza prin
seroneutralizare pe soarece cu

determinarea indicelui de neutralizare care
trebuie sa fie de cel putin 1 UL.

Controlul efectului protector specific al
vaccinului RABIROM

Seria de vaccin este corespunzatoare,
cand soarecii vaccinati supravietuiesc la
infectia de control cu 1.000 MICLDs, (mouse
intracerebral letalis dosiss,)/0,03 ml - virus
rabic fix Babes, dupa o perioada de 10 zile
de observatje;

Demonstrarea prezentei virusului rabic la
animalele moarte se face prin reactia de
imunofluorescenta pe amprente din creier.

Controale cantitative

Controlul umiditatii reziduale se executa
la fiecare serie de vaccin conditionat prin
liofilizare si trebuie sa aiba valoarea < 3 g%.

Controlul concentratiei de virus se
executa la fiecare serie de vaccin, prin
stabilirea titrului infectant pe soricei sugari,
in varsta de 1-2 zile, exprimat 1n
MICLDso/ml.  Serile de vaccin sunt
corespunzatoare daca titrul minim este de
10°MICLDs¢/ml (doza vaccinald).

* Cuiburile cu soricei, SPF linia NMRI, in
varsta de 1-2 zile, utilizati pentru controlul
titrului viral sunt insotite de Certificate de
sanatate eliberate de catre unitatea
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producatoare. Pe intreaga perioada de
preparare a vaccinului antirabic viu,
RABIROM in afara controalelor calitative si
cantitative mentionate au fost executate si
teste de stabilitate care sa ateste ca pe
timpul conservarii, in dinamica, ca si la
sfarsitul perioadei de valabilitate, umiditatea
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reziduala si titrul produsului au ramas
corespunzatoare. in tabelele 1 si 2 si sunt
prezentate rezultatele ce atesta stabilitatea
vaccinului RABIROM, evaluata prin controlul
titrului si al umiditatii reziduale la momentul
conditionarii prin liofilizare si la sfarsitul
perioadei de valabilitate.

Tabelul 1

Rezultatele controlului privind concentratia virala / doza vaccinala, dupa liofilizare si la sfarsitul
perioadei de valabilitate pentru vaccinul RABIROM

Titrul vaccinului exprimat in
Seria Data | yaabilitate | Cantitatea/fl. Doza MICLDs,/doza
prepararii vaccinala La data La sf.
liofilizarii valabilitatii
88 15.01.2001 15.01.2002 5ml 10°° 10°% 10>
96 09.05.2001 09.05.2002 1ml 10°° 10°>% 10°™
155 14.06.2004 14.06.2005 1ml 10°° 10>% 10>™
156 03.08.2004 03.08.2005 3 ml 10°° 10°% 10°%

Rezultatele testelor inscrise in tabelul 1
atesta conservarea titrului viral al seriilor de

vaccin RABIROM pe perioada de valabilitate
(12 luni de la data conditionarii)
Tabelul 2

Rezultatele controlului privind, umiditatea reziduala (U.R.- continutul de apa exprimat in grame la %) dupa
liofilizare si la sfarsitul perioadei de valabilitate pentru vaccinul RABIROM

L Umiditatea reziduala g %
. Data - . Conditii de
ik prepararii UElEn S Cantitatea/fl. admisilgilitate La data La sf.
liofilizarii valabilitatii

88 15.01.2001 15.01.2002 5ml U.R<39.% 2,29;2,36;2,40. 2,30;2,22;2,37.
96 09.05.2001 09.05.2002 1ml U.R<39.% 2.05;2,09;1,19. 2,50;2,30;2,15.
155 14.06.2004 14.06.2005 1ml U.R<3g.% 1,58;2,08;2,19. 1,70;2,10;2,25.
156 03.08.2004 03.08.2005 3 ml U.R.<39.% 2,58;2,01;2,19. 2,45;2,30;2,10.

Rezultatele inscrise in tabelul 2 atesta
faptul ca la sfarsitul perioadei de valabilitate
(12 luni de la data liofilizarii) umiditatea
reziduala in flacoanele de vaccin RABIROM
a fost £ 3 g %. Prin particularitatile de
administrare ale produsului RABIROM-V s-a
impus  necesitatea  testarii  stabilitatii
vaccinului prin evaluarea titrului viral:

e la vaccinul conservat la temperatura
de -15/-20°C, pe toata perioada de
valabilitate (tabelul 3) ;

¢ la vaccinul mentinut, timp de 3-5 zile
in conditiile in care se aplica obisnuit : pe
teren, primavara si toamna, precum si in
lunile februarie si decembrie, cand
temperaturile sunt peste 0°C, pana la 20 -
25°C. Vaccinul decongelat se poate pastra
maxim 5 zile la temperatura de 2 - 8°C,
inainte de utilizare (tabelul 4).

Tabelul 3

Valorile titrului viral /doza vaccinala pentru vaccinul RABIROM-V, conservat la temperatura de -15/-20°C,
testat la data conditionarii si la sfirsitul perioadei de valabilitate

Titrul
- Data o Cantitatea 10°° MICLDs,/doz3
Seria <. | Valabilitate s 50
prepararii R T e e 1 La sf. valabilitatii
3 12.09.2005 | 12.03.2006 1,5ml 10"% 10°4°
10 | 14.08.2006 | 14.02.2007 1,5 ml 1075 107"
11 12.09.2006 | 12.03.2007 1,5 ml 107 105"
13 | 24.09.2006 | 24.04.2007 1,5 ml 107" 1057
15 | 13.02.2007 | 13.08.2007 1,5 ml 107 10°%
Rezultatele prezentate in tabelul 3  conservat la temperatura de -15/-20°C) a
atesta faptul c4 titrul suspensiei vaccinale la avut o valoare mai mare de 10°%°

sfirgitul periodei de valabilitate (vaccin
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MICLDs¢/doza vaccinala.
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Tabelul 4

Valorile titrului viral /doza vaccinala pentru vaccinul RABIROM-V, mentinut in conditii de teren

Titrul vaccinului exprimat in

Data Cantitatea Titrul vaccinului MICLDsy/doza
Seria prepararii Valabllitate reﬁaa"r:tzarta exprlmz/l; :;;y ICLDs |, data Conditii de teren
prepararil ™3 le 5 zile
10 14.08.2006 | 14.02.2007 1,5 ml 10%° 107% 108 10%%°
17 03.12.2007 | 03.06.2008 1,5ml 10%° 107 10"° 1080

Rezultatele prezentate tabelul 4 atesta
faptul ca titrul suspensiei vaccinale

din  momelile mentinute Tn conditji
asemanatoare celor din teren s-a pastrat la
o valoare mai mare de 10%° MICLDsy/doza
vaccinala.

REZULTATE $I DISCUTII

Pe baza cercetarilor intreprinse in cadrul
ROMVAC COMPANY S.A. au fost

realizate si oferite practicii veterinare,
doua vaccinuri antirabice vii, unul destinat
administrarii pe cale parenterala, vaccinul
RABIROM, pentru imunizarea cainilor si
pisicilor si altul pentru administrarea pe cale
orala la vulpi, vaccinul RABIROM-V.

Din 1997 si pana in prezent au fost
preparate si livrate in teren 272 serii de

vaccin antirabic pentru ciini si pisici,
RABIROM, echivalentul a mai mult de 12
milioane de doze si respectiv 17 serii de
vaccin antirabic pentru vulpi, RABIROM-V,
adica mai mult de 200.000 momeli.

Vaccinurile antirabice RABIROM si
RABIROM-V se realizeaza si utilizand
metode moderne de replicare a virusurilor
rabice, tulpinile HEP-FLURY si SAD-
BERNE, 1in culturi de celule, primare si
respectiv dintr-o linie stabilizata de celule.

Controlul titrului vaccinurilor antirabice
RABIROM si RABIROM-V se realizeaza
utilizand soareci SPF din linia NMRI si

respectiv imunofluorescenta directa cu
seruri monospecifice.

Produsele RABIROM si RABIROM-V
sunt realizate Tn acord cu normele

internationale (9) si controlate Tn Laboratorul
de Control Produse Biologice si in cadrul

Institutului  pentru  Controlul  Produselor
Biologice si Medicamentelor de uz
Veterinar.
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Pe intreaga perioadd de preparare a
vaccinului antirabic viu, RABIROM in

afara controalelor calitative si cantitative
obisnuite, au fost executate teste de
stabilitate care sa probeze ca pe timpul
conservarii, in dinamica, ca si la sfarsitul
perioadei de valabilitate, umiditatea
reziduala si titrul produsului au ramas
corespunzatoare. Rezultatele acestor teste,
prezentate Tn tabelele 1 si 2, probeaza
calitatea vaccinului antirabic viu, RABIROM.

Ca politica de control, dar adecvat tipului
de produs, vaccinul antirabic viu RABIROM-
V pentru vulpi, a fost controlat pentru titru, in
conditiile conservarii la temperatura de —15/-
20°C, ca si in conditii asemanatoare celor
din teren. Rezultatele acestor teste,
prezentate in tabelele 3 si 4, probeaza
calitatea vaccinului antirabic viu, RABIROM.
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