V ndvaznosti na vydani pokynu USKVBL/REG 8/01 vydaného ve Véstniku

USKVBL é. 4/01 vyddvame éeské verze nésledujicich pokynii:

OBECNE POZADAVKY PRO PRODUKCI A KONTROLU ZIVYCH
SAVCICH BAKTERIALNICH A VIROVYCH VAKCIN
PRO VETERINARNi POUZITI

DEFINICE A OBECNE POZADAVKY

DEFINICE

Matecné inokulum — soubor podilii néjakého piipravku, pro pouziti v piipravé nebo testovani
produktu, rozdéleny do nddobek béhem jedné operace a spole¢né zpracovany takovym
zpusobem, aby byla zarucena jednotnost, a zpracovany a skladovany takovym zplisobem, aby
byla zarucena stabilita.

Zakladni inokulum bunék — soubor podili néjakého ptipravku bunék, pro pouziti v piipraveé
produktu, rozdéleny do nddobek béhem jedné operace a spolecné zpracovany takovym
zpusobem, aby byla zaruc¢ena jednotnost, a zpracovany a skladovany takovym zptisobem, aby
byla zarucena stabilita.

Systéem jednotné inokulace — systém, podle kterého jsou ptipraveny po sob¢ nasledujici Sarze
ptipravku pii pouziti stejnych vychozich zakladnich bunék nebo mate¢ného inokula.

Pracovni inokulum — soubor podili ptipravku, sestavajici z urovné pasaze mezi mate¢nym
inokulem a posledni pasazi, ktery tvoii finalni produkt pro pouZiti v ptipravé finalniho
produktu, rozdéleny do nddobek béhem jedné operace a spolecné zpracovany takovym
zpisobem, aby byla zaruc¢ena jednotnost, a zpracovany a skladovany takovym zplisobem, aby
byla zarucena stabilita.

Pracovni inokulum bunék — soubor podila ptipravku bunék pro pouZiti v ptipraveé a testovani
produktu, sestavajici z irovné pasaze bunék mezi vychozimi zdkladnimi buitkami a buiitkami
pouzitymi pro produkei, rozdéleny do nadobek béhem jedné operace a spole¢né zpracovany
takovym zpiisobem, aby byla zaruena jednotnost, a zpracovany a skladovany takovym
zpusobem, aby byla zarucena stabilita.

Kultury primarnich bunék — kultury bunék, které se podstatné nelisi od bunék v sav¢ich
tkanich, ze kterych byly pfipraveny, a se kterymi nebylo provedeno vice nez 5 pasézi in vitro
na produkcni troven od tivodni ptipravy ze tkané zvitete.

Sarze — definované mnozstvi vychoziho materidlu, obalového materialu nebo piipravku
zpracovaného v jednom postupu nebo sériich postupt tak, ze miize byt ocekavano, ze je
homogenni.




Pro dokonceni urcitych etap vyroby muize byt nutné rozdélit Sarzi do fady podsarzi, které jsou
dale zpracovany v jednom postupu nebo sériich postupti tak, Ze mize byt o¢ekavano, ze kazda
podsarze je homogenni.

OBECNE POZADAVKY

Vsechny zivé vakciny musi byt za normalnich okolnosti v souladu s t€émito obecnymi pokyny,
pokud zvlastni specifické pokyny neuvadéji jinak.

Musi byt také dodrzeny dalsi pozadavky s ohledem na specifickd kontaminujici agens (napf.
BSE), stanovené v jinych dokumentech.

Soulad s pokyny poskytuje jistotu, Ze vynalozend vyzkumna a vyvojova prace bude
povaZovana za platnou vSemi ¢lenskymi staty. Nicménég, aby nedochazelo k nevhodnym
omezenim ve védeckém vyzkumu, mize byt v ptipadé, Ze je to opravnéné, pouzit alternativni
pfistup, nez je popsany v pokynech.

Prednost vSak vzdy musi byt dana testim a metodam popsanym v Evropském I€¢kopisu nebo,
v pfipad€ Ze tam nejsou, v 1ékopisu ¢lenského statu. Jestlize jsou pouZity jiné testy a metody,
musi byt poskytnut diikaz, ze tyto umoziuji splnit pozadavky kvality uvedeného 1ékopisu.

1. VYCHOZI MATERIALY

1.1 Latky Zivocisného plivodu

Latky zivoc¢iSného pivodu (napf. sérum, trypsin a sérovy albumin) mohou byt
pouzity béhem vyroby veterindrnich imunologickych piipravkd, jako soucasti
kultivacnich médii atd., nebo jako ptfidané soucasti vakcin nebo zfed’ovact. Kde
je to prakticky mozné, doporucuje se vyrobclim snizit pouziti takovych latek na
minimum.

Urcitd omezeni jsou na pouziti téchto latek uvedenym zpiisobem, aby se snizilo
na minimum riziko spojené s patogeny, které se mohou v téchto surovinach
vyskytovat. Tato omezeni neplati pro latky sterilizované vhodnou platnou
metodou.

Pouziti latek Zzivocisného piivodu jako soucésti vakcin nebo zfed’ovacii neni
obecné piijatelné s vyjimkou, kde jsou takové latky sterilizované vhodnou
platnou metodou. Kde se pouziti takovych latek ukdzalo byt podstatnym a
sterilizace neni mozna, aplikuji se pozadavky popsané v odstavcich 1.1.1 az
1.1.4.

Latky zivociSného plivodu pouzité béhem vyroby musi byt bud sterilizovany
nebo podrobeny inaktivaénimu postupu platnou metodou nebo vySetfeny na
neptitomnost cizich mikroorganismu podle odstavea 1.1.1 —1.1.4.

Navic k omezenim dale popsanym mohou vyrobci potiebovat splilovat omezeni,
ktera mohou byt ulozena na manipulaci s latkami zivocisSného pavodu
v budovach, kde se vyrabi vakcina.

Ulozend omezeni témito castmi se mohou liSit podle zmén v ndkazovych
situacich v zemi ptivodu a v Evropé¢.

1.1.1 Zdroj

Musi se peclivé zvazit riziko spojené snakazenym zvifetem vyskytujici se
v navrzené zemi puvodu latky a moznost infekénich chorob vyskytujicich se u
zdrojového zivoc¢isného druhu, ve vztahu k navrZzenému zivocisSnému druhu —
ptijemci. Musi byt aplikovana nejptisnéj$i mozné selekéni kritéria, zejména pro
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1.1.4.1

1.1.4.2

latky pro pouziti v ptipravcich pro stejny zivocisny druh a pro latky praseciho,
hovéziho, koziho a ovéiho ptivodu.

Ptiprava

Latky Zivocisného plvodu musi byt pfipraveny z homogenni varky, oznacené
Cislem $arze. Sarze miize obsahovat latky ziskané od takového mnozstvi zvifat
jak je zadouci, ale jednou oznacena a Cislem opatiend Sarze nesmi byt pridana
k jiné Sarzi nebo kontaminovéana zadnym jinym zpisobem.

Protokol o testovani Sarze musi obsahovat Cislo Sarze a zemi plivodu vSech
pouzitych latek zivocisného pivodu. Kde je to vhodné, musi také obsahovat
podrobnosti inaktiva¢niho postupu, kterému byla latka podrobena, a podrobnosti
vySetfovani provedenych s latkou a ziskanych vysledk.

U vsSech Sarzi latek musi byt prokazano, Ze jsou prosté kontaminant, jak je
popsano dale, a/nebo musi byt podrobeny vhodnému platnému inaktivaénimu
postupu. Vyrobce je zodpovédny za rozhodnuti, zda vySetieni provedené
dodavatelem je postacujici pro to, aby byly splnény pozadavky.

Inaktivace

U vybraného inaktiva¢niho postupu musi byt prokazano, Ze je schopny snizit titr,
v piislusné latce, uréitych moznych kontaminant o nejméné 10°. Jestlize toto
sniZeni titru nemtiZe byt experimentdlné prokdzano, potom musi byt provedeny
kinetické studie pro inaktiva¢ni postup a musi byt vyhovujici, berouce v tivahu
moznou Uroven tvodni kontaminace.

Vzhledem k pfesnému Zzivo¢iSnému druhu pavodu latky musi byt seznam
moznych kontaminujicich mikroorganismi, u kterych je prokdzano, ze je
inaktivacni postup schopny tyto mikroorganismy pfimétené inaktivovat. Dikaz
pro ucinnost postupu, ktery musi byt ve vztahu k béZznym okolnostem, mize byt
také ve formé odkazl na publikovanou literaturu nebo experimentalniho dikazu
zajisténého vyrobcem.

Testy

Pro vySetieni latky na nepfitomnost kontaminant musi byt kazd4d pevnd latka
rozpusténa/suspendovana ve vhodném médiu tak, aby doSlo k vytvofeni
roztoku/suspenze, predstavujici nejméné 30 % latky (hmotnost/objem). Jestlize
latka neni rozpustna nebo kdyz se vyskytuji cytotoxické reakce, miize byt pouzita
niz8i koncentrace.

Nepritomnost cizich virt

Roztok/suspenze pevné latky nebo nefedéné tekuté latky se musi vySetfit na
kontaminanty vhodnymi citlivymi metodami. Pouzit¢ metody musi zahrnovat
testovani na vhodnych citlivych bunéénych kulturach zahrnujicich primarni
buiiky ze stejného Zivo&isného druhu jako testovand latka. Cast bunék musi byt
pasazovana nejmén¢ dvakrat. Bunky musi byt pozorovany pravidelné po 21 dnti
na cytopatické ucinky. Koncem kazdého obdobi 7 dnti béhem této doby musi byt
¢ast ptivodnich kultur fixovana, obarvena a vysetiena na cytopatické U¢inky a
ast vySetfena na hemadsorbujici pivodce. Cast musi byt také vySetiena na
specifické ptivodce ptfiméfenymi sérodiagnostickymi testy.

V ptipadé¢ virové kontaminace musi byt Sarze vyfazena.

Sterilita a mykoplazmy



1.2

1.2.1

1.2.2

Pred pouzitim musi byt latky vysetfeny na sterilitu nebo spravné sterilizovany,
aby se vyloucily vSechny bakteridlni, plistiové nebo mykoplazmové
kontaminanty.

Kazda sarze latky, u které se zjisti, Ze obsahuje Zivé mikroorganismy jakéhokoliv
druhu, nevyhovuje a musi byt vyfazena. Alternativné mize byt provedeno jedno
nové zpracovani a nové vySetfeni. Jestlize se u SarZe znovu prokaze, zZe je
kontaminovana, musi byt vyfazena. Jestlize je po tomto novém zpracovani
zjisténo, ze je Sarze prostd kontaminace, potom muze byt materidl pouzit, ale
soucasné s protokolem o vysetieni Sarze musi byt predlozeny divody, pro¢ doslo
k tvodnimu nedostatku.

Buné¢éné substraty

Obecné pozadavky

Jestlize miize byt GspéSn€ pomnozen virus na bunéénych kulturadch zalozenych na
systému jednotné inokulace zalozenych bunécnych linii, nesmi byt pouzity zadné
savCi primarni bunky.

Permanenté¢ infikované bunky musi byt v souladu s pfiméfenymi pozadavky
popsanymi dale. Buitkky musi byt prokazateln¢ infikovany pouze pozadovanym
agens.

Pozadavky na bunééné linie

Bunécéné substraty pouzité ve vyrobé musi byt normalné vyprodukovany podle
systému jednotné inokulace. Kazdé zékladni inokulum bunék musi byt oznaceno
zvlastnim kodem pro identifikacni ucely. Zakladni inokulum bunék musi byt
uchovavano v podilech pii —70 °C nebo méné. Produkce vakciny by normalné
neméla byt provedena na buitkach vyssich pasazi nez je 20 pasazi ze zékladniho
inokula bunék.

Kde jsou pouzity suspensni kultury, zvySeni poctu bunck ekvivalentni ptiblizné
trojndsobnému zdvojeni populace by mélo byt povazovano za ekvivalentni jedné
pasazi.

Jestlize maji byt pouzity pro produkci buniky o vyssi nez uvedené pasazi, zadatel
musi prokazat validaci nebo dalSim testovanim, Ze produkéni buiky jsou
v podstaté¢ podobné zdkladnimu inokulu bunék vzhledem k jejich zakladnim
biologickym vlastnostem a Cistoté a ze pouziti takovych bunék nemé Skodlivy
ucinek na produkci vakeiny.

Historie bunécné linie musi byt znama podrobné a zaznamenana pisemné (napft.
puvod, pocet pasdzi a média pouzitd pro jejich multiplikaci, skladovaci
podminky).

Vyrobce musi popsat metodu konzervovani a pouzivani bunék, vcetné
podrobnosti, jak je zaruceno, ze maximalni pocet povolenych pasazi neni béhem
vyroby ptipravku ptekrocen. Dostate¢ny pocet bunék zakladniho inokula a bunék
pracovniho inokula musi byt uchovavan k dispozici pro testovani urednimi
povolujicimi autoritami.

Kontroly popsané¢ dale musi byt provedeny s kulturou zakladniho inokula a
pracovniho inokula nebo s bunikami z pracovniho inokula nejvyssi pasaze
pouzité pro produkci (viz tabulku 1), ziskanymi z homogenniho reprezentativniho
vzorku. Reprezentativni charakter tohoto vzorku musi byt dokazan.

-4-



Tabulka 1: stadia bunécné kultury, ve kterych musi byt provedeno testovani

1.2.2.1

1.2.2.1.1

1.2.2.1.2

1.2.2.1.3

1.2.2.1.4

zéakladni pracovni buiiky
inokulum inokulum pracovniho
bunck bunék inokula
v nejvyssi
pasazi
obecna mikroskopie + + +
bakterie/plisné + + _
mykoplazmy n + _
viry + + —
identifikace zivocisného + - +
druhu
karyologie + - +
tumorogeneze + — —

Cizi kontaminanty

Vseobecné

Bunky musi byt posouzeny pod mikroskopem na jejich vzhled, na jejich stupeii
pomnozeni a na ostatni okolnosti, které mohou poskytnout informace o
zdravotnim stavu bunék.

Bakterie a plisné

Bunky musi byt vySetfeny na kontaminaci bakteriemi nebo plisnémi.
Kontaminované bunky musi byt vyfazeny.

Mykoplazmy

Buiiky musi byt zkontrolovany na nepfitomnost mykoplazem.

Viry

Bunky nesmi byt kontaminovany viry a kontroly musi byt provedeny
nasledujicim zptasobem:

testované monolayery musi byt nejmén& 70 cm?, piipraveny a udrzovany pii
pouziti média a ptisad a pomnozeny za podobnych podminek jako monolayery
pouzité pro ptipravu biologického piipravku.

Monolayery musi byt udrzeny v kultufe po celkem nejméné 28 dnti. Subkultivace
musi byt provedeny v intervalech 7 dnd, ledaze by neptezivaly po takto dlouhé
¢asové obdobi, kdy by subkultivace mély byt provedeny v nejposlednéjsi mozny
den. Dostatek bunék ve vhodnych nadobach musi byt vyprodukovan pro
zaverecnou subkultivaci pro provedeni nize specifikovanych testt.

Monolayery musi byt vySetfovany pravidelné po celé obdobi inkubace na
moznou pritomnost cytopatickych efektti (CPE) a na konci obdobi vysetfeny na
CPE, hemadsorbujici viry a specifické viry imunofluorescenci a dal$imi
pifiméfenymi testy, jak je uvedeno dale.

1.2.2.1.4.1 Detekce cytopatogennich virt



1.2.2.14.2

1.2.2.1.43

1.2.2.1.4.4

1.2.2.2

Dva monolayery o nejménd 6 cm’ kazdy musi byt obarven vhodnym
cytologickym barvenim. VysSetii se cela plocha kazdého obarveného monolayeru
na inkluzni téliska, abnormalni pocet obrovskych bun¢k nebo vsechny dalsi
zmény poukazujici na bunécnou abnormalitu, které by mohly byt pfi¢teny na
vrub kontaminanté.

Detekce hemadsorbujicich virti

Monolayery o celkové plose nejméné 70 cm” musi byt nékolikrat promyty
vhodnym pufrem a dostateCny objem suspenze vhodnych cervenych krvinek
pfidan tak, aby byl rovnomérné pokryt cely povrch monolayeru. Po riznych
dobach inkubace se buiiky vysetii na ptitomnost hemadsorpce.

Detekce specifikovanych virt

Je tfeba provést testy na nepritomnost kontaminant specifickych pro zivocisny
druh, z né¢hoZz pochazi bunééna linie, a pro zivoc¢isny druh, pro ktery je ptipravek
urcen.

Musi byt pfipraven dostatek bun¢k na vhodnych nosicich pro provedeni testli na
specifikované ptivodce. V kazdém testu musi byt zafazeny priméfené pozitivni
kontroly. Buiikky jsou podrobeny vhodnym testim pifi pouziti protilatek
konjugovanych s fluoresceinem nebo podobnymi reagenciemi.

Testy na dalSich buné¢nych kulturach

Jsou potiebné monolayery o celkem nejmén& 140 cm”. Buitky musi byt nejméné
3x zmrazeny a rozmrazeny a potom se bunécna drt’ odstrani odstiedénim. Podily
se inokuluji na nasledujici bunky v dob¢, kdyz souvislost monolayeru dosahuje
70 %:

—  primarni buiiky zdrojového druhu zvifat;

— bunky citlivé k virim patogennim pro druh zvitat, kterému je vakcina urcena;
— buniky citlivé k pestivirim.

Inokulované bunky musi byt udrzeny v kultufe po nejméné 7 dntli, potom se
pripravi stfidavym zmrazovanim a rozmrazovanim extrakty jak je vysSe uvedeno a

provede se inokulace na dostatek cerstvych kultur bunck stejného typu pro
testovani, jak je uvedeno dale. Buiiky jsou inkubovany po nejméné dalSich 7 dnd.

Vsechny kultury musi byt pravidelné vySetfovany na pfitomnost cytopatickych
zmén, poukazujicich na zivé mikroorganismy.

Na konci tohoto obdobi 14 dnGi musi byt inokulované builky podrobeny
nasledujicim kontrolam:

— nepfitomnost cytopatogennich a hemadsorbujicich mikroorganismt musi byt
testovana pouzitim metod specifikovanych v odstavcich 1.2.2.1.4.1 a
1.2.2.1.4.2;

— relevantni substraty jsou testovany na nepfitomnost pestivirt a dalSich
specifickych kontaminant imunofluorescenci, jak je uvedeno v 1.2.2.1.4.3.
Identifikace Zivoc¢isného druhu

Musi byt prokdzano, ze zdkladni inokulum bunék a buiiky z pracovniho inokula
v nejvyssi pasdzi pouzité pro produkci jsou z druhu zvifat uvedeného vyrobcem.
To musi byt prokazano platnou metodou.



1.2.23

1.2.2.4

1.2.3

Kdyz se provede fluorescencni test a je pouzito ptislusné sérum proti druhu zvirat
puvodu bunék a test ukazuje, ze vSechny vySetfované bunky fluoreskuji, neni
nutné provadeét dalsi testy s reagenciemi schopnymi zjistit kontaminaci bunikami
jin¢ho druhu zviftat.

Karyologie
Pouzité bunécné linie musi byt vySetteny nasledujicim zptisobem:

nejméneé 50 bunck prochazejicich mitézou musi byt vysetieno u zékladniho
inokula bunék a nejméné 50 bunck u trovné pasaze, ktera je nejvyssi pro pouziti
ve vyrobé. Kazdy chromozomalni marker pfitomny u zékladniho inokula bunék
musi byt také zjistén ve vysoké pasazi bunék. Modalni pocet chromozomi
v téchto bunikach nesmi byt vice nez o 15 % vyssi, nez modalni pocet zékladniho
inokula bunék. Karyotypy musi byt totozné. Jestlize modalni pocet prevysuje
uvedenou hladinu, chromozomalni markery nejsou zjiStény v buikach
pracovniho inokula, nebo se li§i karyotyp, nemize byt bunécna linie pouzita pro
vyrobu biologického piipravku.

Tumorogeneze

Je tieba zhodnotit mozné riziko bunécné linie pro cilovy druh zvifat a v pripade
potieby je tieba provést testovani.

Pozadavky pro primérni bunky

Pro vétSinu savc¢ich vakecin neni pouziti primarnich bun¢k pro vyrobce vakcin
pfijatelné. Jestlize ma byt vakcina pfipravena na primarnich bunkach, tyto musi
byt ziskany ze stdda nebo hejna prostého specifikovaného patogena, majiciho
kompletni ochranu pted zavleCenim ndkaz (napf. protindkazové bariéry, filtry na
pfivodech vzduchu, nezastavena zadnd zvifata bez priméfené karantény).
V ptipad¢ hejn kufat musi tato spliiovat pozadavky monografie Evropského
Iékopisu pro SPF kutata. Pro vSechna ostatni zvifata a druhy ptakt, musi byt
stddo nebo hejno prokazatelné prosté prislusnych patogent. VSichni chovni
jedinci ve stadé nebo hejné, ktefi maji byt pouziti k ptipravé primarnich bunék
pro vyrobu vakciny, musi byt podrobeni vhodnému rezimu, jako jsou pravidelné
sérologické kontroly provedené nejméné dvakrat rocné a dvé dodatecna
sérologickd vysetteni provedena u 15 % chovnych jedinct ve stadé mezi dvéma
kontrolami uvedenymi vyse.

Vsude, kde je to mozné, zejména pro sav¢i bunky, je tieba vyuzit systém
jednotné inokulace, napiiklad zékladni inokulum bunék, vytvofené méné nez 5
pasazemi, pracovni inokulum bunék, které nema vice nez 5 pasazi od uvodni
ptipravy bunééné suspenze ze zivocisnych tkani.

Kazdé¢ zékladni inokulum buné€k, pracovni inokulum bunc¢k a bunky nejvyssi
pasaze primarnich bun¢k musi byt kontrolovany v souladu s tabulkou 2 a nize
popsanym postupem. Testovany vzorek musi pokryvat vSechny zdroje bunék
pouzitych pro vyrobu Sarze. Se zddnou vyrobenou Sarzi vakciny pfipravenou na
buinikach nesmi byt obchodovano, jestlize kterakoli z provedenych kontrol dava
nevyhovujici vysledky.



1.2.3.1

1.2.3.1.1

1.2.3.1.2

1.2.3.1.3

1.2.3.1.4

Tabulka 2.  Etapy primarni bunééné kultury, ve kterych musi byt provedeno
testovani
zakladni pracovni bunky
inokulum inokulum z pracovniho
bunék bun&k inokula bun¢k
Vv nejvyssi
pasazi
obecna mikroskopie + + +
bakterie/plisné + T —
mykoplazmy + + _
viry + + —
identifikace zivoc¢isného + - _
druhu

Cizi kontaminanty

Vseobecné

Buiiky musi byt kontrolovany na jejich vzhled pod mikroskopem, na jejich stupen
pomnoZzeni a na ostatni okolnosti, které mohou poskytnout informace o
zdravotnim stavu bunék.

Bakterie a plisné

Buiikky musi byt zkontrolovany na kontaminaci bakteriemi a plisnémi.
Kontaminované buniky musi byt vyfazeny.

Mykoplazmy

Buiiky musi byt zkontrolovany na nepfitomnost mykoplazem.

Viry
Bunky nesmi byt kontaminovany viry a kontroly musi byt provedeny
nasledujicim zptisobem:

testované monolayery musi byt nejméné 70 cm’, piipraveny a udrzovany pii
pouziti média a pfisad a pomnozeny za podobnych podminek jako monolayery
pouzité pro piipravu biologického ptipravku.

Monolayery musi byt udrzeny v kultute po celkem nejméné 28 dnti. Subkultivace
musi byt provedeny v intervalech 7 dnt, ledaze by buiiky nepiezivaly po takto
dlouhé¢ ¢asové obdobi, kdy by subkultivace mély byt provedeny v nejposledné;jsi
mozny den. Dostatek bun¢k ve vhodnych nadobach musi byt vyprodukovan pro
zavérecnou subkultivaci pro provedeni nize specifikovanych testa.

Monolayery musi byt vySetfovany pravidelné po celé obdobi inkubace na
moznou pritomnost cytopatickych efektii (CPE) a na konci obdobi vySetfeny na
CPE, hemadsorbujici viry a specifické viry imunofluorescenci a dalSimi
pfiméfenymi testy, jak je uvedeno dale.

1.2.3.1.4.1 Detekce cytopatogennich virt



1.2.3.14.2

1.2.3.1.4.3

1.2.3.1.4.4

1.2.3.2

Dva monolayery o nejménd 6 cm’ kazdy musi byt obarven vhodnym
cytologickym barvenim. VysSetii se cela plocha kazdého obarveného monolayeru
na inkluzni téliska, abnormalni pocet obrovskych bun¢k nebo vsechny dalsi
zmény poukazujici na bunécnou abnormalitu, které by mohly byt pfi¢teny na
vrub kontaminanté.

Detekce hemadsorbujicich virti

Monolayery o celkové plose nejméné 70 cm” musi byt nékolikrat promyty
vhodnym pufrem a dostateCny objem suspenze vhodnych cervenych krvinek
pfidan tak, aby byl rovnomérné pokryt cely povrch monolayeru. Po riznych
dobach inkubace se buiiky vysetii na ptitomnost hemadsorpce.

Detekce specifikovanych virt

Je tfeba provést testy na nepritomnost kontaminant specifickych pro zivocisny
druh, z néhoz pochazi buiiky, a pro zivocisny druh, pro ktery je ptipravek urcen.

Musi byt ptipraven dostatek bunék na vhodnych nosicich pro provedeni testi na
specifikované ptvodce. V kazdém testu musi byt zatazeny piimétené pozitivni
kontroly. Builky jsou podrobeny vhodnym testim pifi pouziti protilatek
konjugovanych s fluoresceinem nebo podobnymi reagenciemi.

Testy na dalSich bunéénych kulturach

Jsou potiebné monolayery o celkem nejméné 140 cm”. Buitky musi byt nejméné
3x zmrazeny a rozmrazeny a potom se bunécna drt’ odstrani odstfedénim. Podily
se inokuluji na nasledujici buniky v dobé, kdyz souvislost monolayeru dosahuje
70 %:

—  bunky citlivé k viraim patogennim pro druh zvifat, kterému je vakcina urcena;
— bunky citlivé k pestivirim.

Inokulované buiikky musi byt udrzeny v kultufe po nejméné 7 dnli, potom se
pfipravi stfidavym zmrazovanim a rozmrazovanim extrakty jak je vySe uvedeno a
provede se inokulace na dostatek Cerstvych kultur bunck stejného typu pro
testovani, jak je uvedeno dale. Buniky jsou inkubovany po nejméné dalSich 7 dnti.

Vsechny kultury musi byt pravidelné vySetfovany na pfitomnost cytopatickych
zmén, poukazujicich na zivé mikroorganismy.

Na konci tohoto obdobi 14 dnGi musi byt inokulované builky podrobeny
nasledujicim kontroldm:

— nepfitomnost cytopatogennich a hemadsorbujicich mikroorganismt musi byt
testovana pouzitim metod specifikovanych v odstavcich 1.2.3.1.4.1 a
1.2.3.1.4.2;

— relevantni substraty jsou testovany na nepfitomnost pestivirh a dalSich
specifickych kontaminant imunofluorescenci, jak je uvedeno v 1.2.3.1.4.3.

Identifikace zivo¢isSného druhu

Musi byt prokdzano, Ze zakladni inokulum bunék je z druhu zvifat uvedené¢ho
vyrobcem (viz tabulku 2). To musi byt prokazano platnou metodou.

Kdyz se provede fluorescenéni test a je pouzito ptislusné sérum proti druhu zvirat
puvodu pouzitych bunék a vSechny testované buiky fluoreskuji, neni nutné
provadét dalsi testy s reagenciemi schopnymi zjistit kontaminaci buiikami jiného
druhu zvitat.



1.2.4

1.2.5

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.3

1.3.4

1.3.5

Pozadavky na embryonovana vejce

Embryonovana vejce musi byt ziskana z SPF hejna.

Pozadavky na zvirata

Zvitata musi byt prosta specifikovanych patogent, pfislusicich zdrojovému druhu
zvirete a cilovému zvifeti.

Vychozi virus

Obecné pozadavky

Viry pouzité ve vyrobé musi byt ziskany ze systému jednotné inokulace. Kazdé
mateéné inokulum viru musi byt testovano, jak je popsano dale. Pro kazdé
jednotné inokulum musi byt uchovavan zdznam o jeho ptivodu, historii
pasdzovani (vCetn€ postupt purifikace a studia zakladnich vlastnosti) a
podminkach skladovani. Kazdé matecné inokulum viru musi byt oznaceno
zvlastnim kodem pro ucely identifikace. Matecné inokulum viru musi byt
normalné uchovavano v podilech pfi —70 °C nebo niz$i teploté, jestlize je
v tekutém stavu, nebo pfi —20 °C nebo niZsi teploté, jestlize je v lyofilizované
podobé. Produkce vakciny nesmi byt normalné provedena pti pouziti viru o vice
nez 5 pasazi od mate¢ného inokula viru. Pfi testech popsanych v ¢asti 1.3.3, 1.3.4
a 1.3.5 nesmi mit pouzité mikroorganismy normalné¢ vice nez 5 pasazi od
matec¢ného inokula viru pii zacatku téchto testli, pokud neni uvedeno jinak.

Kde je mate¢né inokulum viru obsazeno v permanentn¢ infikovaném zakladnim
inokulu bun¢k, musi byt nasledujici testy provedeny s pfiméfenym objemem viru
z rozrusené¢ho zakladniho inokula bunék. Kde byly provedeny relevantni testy
zrozrusenych bunék pro vyhodnoceni vhodnosti zdkladniho inokula bunék,
nemusi byt tyto testy opakovany.

Pomnozovani

Mate¢né inokulum viru a vSechny nasledujici pasdze musi byt pomnozeny na
bunikach, na embryonovanych vejcich nebo na zvifatech, které¢ se ukazaly byt
vhodnymi pro produkci vakciny (viz ¢ast 1.2) a vSechna takovd pomnozovani
musi zahrnovat pouze latku Zivocisného ptivodu, kterd splituje pozadavky 1.1.

TotoZnost

U matecného inokula viru musi byt prokazano, ze obsahuje pouze uvedeny virus.
Musi byt zajiSténa vhodnd metoda k identifikaci vakcinaéniho kmene viru a
k jeho odliSeni co nejvice je mozné od pribuznych kment.

Sterilita a mykoplazmy
Mate¢né inokulum viru musi projit testy na sterilitu a nepfitomnost mykoplazem.
Cizi ptivodci

Musi se pripravit sérum obsahujici vysokou hladinu neutralizujici protilatky proti
viru mate¢ného inokula, pficemzZ se pouzije antigen, ktery neni ziskan ze zadné
pasaze izolovaného viru, ktery vedl k vytvofeni matecného inokula viru. Kde
neni mozné takové sérum piipravit, musi se pouzit jiné metody pro odstranéni
selektivity viru mate¢ného inokula.
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1.4

1.4.1

1.4.2

Séra se musi pripravit na zaklad¢ Sarze. U kazdé Sarze musi byt prokazano, ze je
prostd protilatek proti moznym kontaminantdm vychoziho viru. U kazdé Sarze
musi byt prokdzano, Ze je prosta vSech nespecifickych inhibi¢nich U¢inkd na
schopnost virt infikovat bunky a pomnoZovat se v bunkach (nebo ve vejcich —
jestlize se jich to tykd). Kazda Sarze musi byt oSetfena pii 56 °C po 30 minut pro
inaktivaci komplementu.

Pouzitim minimalniho mnozstvi séra pripraveného vyse uvedenym zptisobem se
oSetii mate¢né inokulum viru tak, ze je neutralizovdna nebo odstranéna veskera
vakcina. Konecnd smés virus/sérum musi obsahovat nejméné¢ mnozstvi viru
deseti davek vakciny v mililitru, jestlize je to mozné. Smés potom musi byt
testovana na neptitomnost cizich agens nasledujicim zptasobem.

Smés se inokuluje na kultury nejméné 70 cm” pozadovanych bun&énych typu.
Kultury mohou byt inokulovany v jakémkoliv stadiu pomnozovani az do 70 %
souvislého bunééného povrchu. Nejméné jeden monolayer kazdého typu musi byt
ponechan jako kontrola. Kultury musi byt posuzovany denné po dobu jednoho
tydne. Na konci tohoto obdobi jsou kultury 3x zmrazeny a rozmrazeny,
odstedény pro odstranéni bunééné drt¢ a znovu inokulovéany na stejny typ bunck,
jak je uvedeno vySe. To se opakuje dvakrat. Konecnd pasdz musi poskytnout
dostatek bun¢k ve vhodnych nadobach, aby se provedly testy uvedené dale.

Cytopatogenni a hemadsorbujici agens se testuji pouZitim metod popsanych
v odstavcich 1.2.2.1.4.1 a 1.2.2.1.4.2. Techniky jako je imunofluorescence se
pouziji pro detekci specifickych kontaminant, jak je popsano v odstavcich
1.2.2.1.4.3. Mate¢né inokulum viru je inokulovano na:

— primarni bunky druhu zvitat piivodu viru;

— Dbunky citlivée k virim patogennim pro druh zvifat, pro ktery je vakcina
urcena;

— bunky citlivé k pestiviram.

Jestlize se u mate¢ného inokula viru prokaze, ze obsahuje zivé mikroorganismy
jakéhokoli druhu, jiného nez je virus uveden¢ho druhu a kmene, potom je
mate¢né inokulum viru nevhodné pro produkci vakciny.

Vychozi bakterie

Obecné pozadavky

U bakterii pouzitych ve vakciné musi byt uveden rod a druh (kde je to vhodné,
také varianta). Je tfeba uvést plivod, datum izolace a oznaceni bakterialnich
kmenii a podle moznosti poskytnout podrobnosti o historii pasaze, vcetné
podrobnosti o médiich pouzitych v kazdém stadiu. Bakterie pouzité ve vyrobé
musi pochéazet ze systému jednotné inokulace vSude tam, kde je to mozné. Kazdé
matecné inokulum (nadale oznacované jako inokulum) musi byt vySetfeno, jak je
uvedeno dale. Pro kazd¢é inokulum musi byt uchovdvan zaznam o ptivodu, historii
pasdzovani (vCetné purifikace a postupi studia zakladnich vlastnosti) a
podminkach uchovavani. Pro identifikacni ucely musi byt kazdé inokulum
oznaceno specifickym kodem.

Totoznost a ¢istota

U kazdého inokula musi byt prokazéano, ze obsahuje pouze uvedeny druh a kmen
bakterie. Musi byt k dispozici kratky popis metody identifikujici kazdy kmen
biochemickymi, sérologickymi a morfologickymi zakladnimi vlastnostmi a
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1.4.3

1.5

1.6

1.7

1.8

rozliSujicimi kmen, pokud je to mozné, od pribuznych kment. Stejné¢ musi byt
k dispozici metody urcujici Cistotu kmene. Jestlize se u inokula prokaze, Ze
obsahuje zivé jiné mikroorganismy, nez je uvedeny druh a kmen, potom je
inokulum nevhodné pro ptipravu vakciny.

Pozadavky na inokulum

Je tfeba specifikovat minimalni a maximalni pocet subkultivaci kazdého inokula
pted produkénim stadiem. Musi byt popsany metody pouzité pro piipravu inokul,
pfipravu suspenzi pro kultivaci inokul, techniky pro inokulaci inokul, titr a
koncentrace inokul a pouzitd média. Musi se prokéazat, Zze zékladni vlastnosti
vychoziho materidlu (napi. disociace nebo antigenicita) nejsou témito
subkultivacemi zménény.

Musi byt popsany podminky, za jakych je skladovano kazdé inokulum.

Meédia pro bakterialni vakciny

Musi byt uvedeno nejméné kvalitativni slozeni médii pouzitych pro ptipravu
inokula a pro produkci. Postupné musi byt specifikovany jednotlivé ingredience.
Kde jsou ingredience oznaceny jako chranéné, musi to byt uvedeno a poskytnut
pfiméteny popis. Ingredience ziskané ze zvitat musi byt specifikovany co se tyce
zdrojového zivocisného druhu a zemé plvodu a musi byt v souladu s kritérii
popsanymi v ¢asti 1.1. Musi byt popsany postupy piipravy pro pouzita média,
vcetné sterilizacnich postup.

Antibiotika

Pfidani antibiotik v postupu vyroby piipravku musi byt normalné¢ omezeno na
tekutiny pro bunécnou kultivaci a ostatni média, inokula pro vejce a material
z kiize a dalSich tkani.

Pro tyto ucely nesmi byt povoleno pro soucasné pouziti vice nez tii antibiotika.
Penicilin a streptomycin se nepovoluji pro vakciny k parenterdlni nebo
aerosolové aplikaci. Jestlize pouZita antibiotika nejsou doporucena pro pouziti u
cilového druhu zvifat, musi byt u nich prokazano, Ze nemaji Skodlivy tcinek na
vakcinovana zvirata.

Antibiotika nesmi byt pfidana k finalnimu ptipravku.

Ostatni latky

Vsechny ostatni latky pouzité v produkci vakciny musi byt pfipraveny takovym
zpisobem, aby se pfedeSlo kontaminaci vakciny jakymkoli Zzivym
mikroorganismem nebo toxinem.

Vzorky

Vzorky vSech vychozich surovin, reagencii, materidlii pii zpracovani a finalniho
ptipravku musi byt poskytnuty ptislusnym ufadiim na pozadani.

FINALNI PRODUKT — VYSLEDKY ZKOUSEK VYZADOVANE V
ZADOSTI O REGISTRACI

Pro kazdou zadost musi byt predlozeny vysledky nésledujicich testi.
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2.1

2.1.1

2.2

Bezpecnost

Vakciny musi byt pfipraveny pouze zkmeni mikroorganisml, u kterych je
prokazano, ze jsou bezpecné.

Testovani bezpecnosti musi byt provedeno tak, jak je specifikovano ve vyhlasce
473/2000Sb., v pokynu vydaném ve Véstniku USKVBL 3/01 v &lanku
»Pozadavky na hodnoceni veterinarnich lécivych ptipravkd v ramci piipravy a
predkladani registracni dokumentace®, a podle idaji uvedenych dale.

Davka, kterda ma byt pouzita, musi byt takové mnozstvi ptipravku, které bude
doporuceno pro pouziti a obsahujici maximalni titr nebo silu (potenci), pro které
je Zadost podana.

Vzorky pro testovani bezpecnosti musi byt odebrany ze Sarze nebo Sarzi
pfipravenych podle vyrobniho postupu popsaného v Zadosti o registraci.

Musi byt pouzita vakcina piipravena z nejméné atenuované pasaze, kterd ma byt
pouzita pro pfipravu.

Bezpecnost aplikace jedné davky

V testu musi byt u dostatecného poctu zvifat zaznamendny rektalni teploty
nejméné v den pred vakcinaci a nasledujici Ctyfi dny.

Bezpecnost aplikace nadmérné davky

V testu by mélo byt normaln¢ aplikovano desetindsobné maximalni mnozstvi.

Sifeni vakcina¢niho kmene

V testu musi byt poskytnuta informace, ke kolika pasazim ze zvifete na zvife
patrn¢ dojde za norméalnich okolnosti.

Navrat k virulenci

Jestlize jsou v testu zjiStény potize v pasdZzovani mikroorganizmi ptes zvifata,
potom mohou byt povoleny mezikroky in vitro. Pro kazdou pasdz musi byt
pouzita nejméné 2 zcela vnimava zvifata. V kazdé pasdzi musi byt prokézana
pritomnost zivych z vakciny ziskanych mikroorganismli v materidlu pouzitém pro
pasazovani. Pro vybrané mikroorganismy mize piislusny ufad pozadovat vice
pasazi na vice zviratech. Nejmén¢ konecné pasdz musi byt aplikovana zvitatim,
ktera jsou nejptimeienéjsi pro stanoveni mozného rizika.

Terénni ovérovani

V priibéhu kazdého terénniho ovéteni, provedeného podle vyhlasky 473/2000Sb.
a podle pokynu vydaného ve Véstniku USKVBL 3/01 v ¢lanku ,,Pozadavky na
hodnoceni veterindrnich 1éCivych piipravki v ramci piipravy a predkladani
registratni dokumentace®, musi studie zahrnovat méfeni rektalnich teplot
dostate¢ného poctu zvifat, a to pied vakcinaci i po vakcinaci. Musi se zaznamenat

velikost a pretrvavani kazdé lokalni reakce a podil zvitat majicich mistni nebo
celkové reakce. Méteni vykonu se musi provadét tam, kde je to vhodné.

Ucinnost

Testovani uCinnosti musi byt provedeno podle specifikace ve vyhlasce
473/2000Sb., v pokynu vydaném ve Véstniku USKVBL 3/01 v c¢lanku
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23

24

“Pozadavky na hodnoceni veterinarnich 1é¢ivych pfipravkd v rdmci piipravy a
predkladani registracni dokumentace®, a podle idajii uvedenych dale.

Davka, ktera ma byt pouzita, musi byt takové mnozstvi piipravku, které bude
doporuceno pro pouziti a obsahujici minimalni titr nebo silu, pro které je zadost
podéna.

Vzorky pro testovani ucinnosti musi byt odebrany ze Sarze nebo Sarzi
pripravenych podle vyrobniho postupu popsaného v zadosti o registraci.

V téchto studiich musi byt pouzita vakcina pfipravend znejvice atenuované
pasaze, ktera ma byt pouzita pro pfipravu.

Dutkaz ucinnosti musi doprovazet vSechny pozadované indikace. Tak naptiklad
pozadavek indikace na ochranu proti respiranimu onemocnéni musi osvétlit
nejmén¢ skuteCnost o ochrané¢ pred klinickymi pftiznaky respiraéniho
onemocnéni. Kde je pozadavek na ochranu pted infekei, musi to byt prokazano
pomoci metod reizolace. Kde se ptredpokladd vice nez jedna pozadovana
indikace, bude pozadovéano dolozeni pro kazdou z nich.

Bude se pozadovat skute¢na doba pro nevakcinované kontroly.

Musi byt provedeny studie imunologické kompatibility, kdyz se doporucuje
soucasna aplikace bud’ Zadatelem nebo v obvyklém vakcinanim programu.

Stabilita

Dukaz o stabilit€¢ musi byt pfedloZen pro potvrzeni doby exspirace. Dikaz bude
mit formu vysledk:

a) titraci provedenych v intervalech az do doby 3 mésicii za pozadovanou dobu
exspirace u nejméné 3 Sarzi vakciny pfipravené ze tii po sobé jdoucich
vyrobnich cykla, udrzovanych za doporucenych podminek skladovani. Tyto
ti1 vyrobni cykly mohou byt provedeny ve vzorovém meéfitku s podminkou,
Ze to napodobuje produkci v plném rozsahu popsanou v zadosti;

a
b) testl popsanych v bodech 3.8, 3.10,3.11 a 3.12.
Do doby ziskani diikazu bude podle potieby zarucena kratka doba exspirace.

Kde kone¢ny produkt vyzaduje pred aplikaci rozpusténi, bude vakcina rozpusténa
zfed'ovacem podle ndvodu a vysledna smés bude titrovana nebo testovana na silu
(potenci) bezprosttedné po rozpusténi a znovu po skladovani.

Vysledky kontroly kvality Sarze

V dokladu musi byt uvedeny tii soubory vysledkli testu kontroly kvality,
uvedeného dale. Vysledky musi byt ziskany z testovani tii Sarzi ze tii po sobé
nasledujicich produkénich cykll, realizovanych podle vyrobniho postupu pro
produkt, popsaného v zadosti o registraci.

KONECNY PRODUKT - TESTOVANI SARZE
Testy v této Casti budou normélné¢ provedeny u kazdé Sarze nebo podSarze

vyrobené vakciny. V pfipadé¢ podsarzi, které se 1iSi pouze v disledku jejich
zpracovani po hromadném smichani, napf. obdobim plnéni nebo velikosti
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

1ékovek, nekteré testy mohou byt provedeny s kone¢nym hromadnym objemem
nebo s jednou podsSarzi.

Zadatel musi prokézat, Ze ¢asové nasledujici postup se nelisi vysledky testovani a
ze vysledky ziskané z testli u hromadného objemu mohou byt reprodukovany na
podsarzi (podSarzich) findlniho ptipravku. Napiiklad, mize se oCekavat, ze testy
sily (potence) tekutych inaktivovanych vakcin mohou byt provedeny u
hromadného objemu. Naproti tomu, testy na sterilitu musi byt provedeny u kazdé
podsarze.

Totoznost

Testy na totoznost se musi provést tam, kde tato informace nemtize byt ziskana
z jinych testl, napf. séroneutralizace.

Bezpecnost

Nejmén¢ pomoci doporuc¢eného zpusobu aplikace ptestavujiciho nejvétsi riziko
musi byt prokdzano u kazdé Sarze vakciny, ze je bezpecnd nejméné pro dvé
vnimava zvifata z nejcitlivéjSiho cilového druhu zvitat, pro ktery je vakcina
doporucena. Musi byt aplikovana desetindsobnd davka vakciny. Pro ptipravky
v tekut¢ formé muze byt pfijatelnd dvojndsobnd déavka. Zvirata musi byt
pozorovana po nejméné 14 dnli na neptiznivé vedlejsi ucinky, které mohou byt
pricteny na vrub vakciny.

Sterilita nebo Cistota

Virova vakcina a kazdy zied'ova¢ nebo fedici tekutina musi projit testem na
sterilitu a nepfitomost mykoplazem.

Zied'ovace sterilizované v kone¢nych nadobach nemusi byt vySetieny na
nepiitomnost mykoplazem.

Bakterialni vakcina musi byt vySetfena na Cistotu.

Ptipravky neaplikované parenterdlné mohou obsahovat jeden nepatogenni
mikroorganismus na davku.

Cizi agens

Kazda Sarze virovych vakcin musi byt vySetiena na nepfitomnost cizich agens.
Pomoci minimalniho mnozstvi séra pfipraveného v 1.3.5 musi byt vzorek oSetien
tak, aby veSkery virus uvedeného druhu a kmene byl neutralizovan nebo
odstranén. Konec¢nd smeés vakciny/séra by méla obsahovat nejméné virus
v mnozstvi 10 davek vakciny v mililitru. Tato smés musi byt testovana na
nepfitomnost cizich agens pfiméfenymi a vhodné citlivymi metodami.

Jestlize je nalezeno néjaké cizi agens, které je mozné pricist na vrub findlnimu
produktu, potom je takova Sarze nevyhovujici a musi byt vyfazena.

Titr viru

Testy na obsah viru musi byt provedeny s kazdou z nejméné tii nddob. Pro testy
IDsy se pouzita zfedéni musi pohybovat v rozmezi 0-100 % infekce, pouZziji se
vhodna zfedéni a nejméné Sest vySetfeni na fedéni. Testy musi byt provedeny
soub&zné se standardni vakcinou, kde je to vhodné kalibrovanou na mezinarodni
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nebo narodni standardni ptipravek s vyjimkou, Ze u testu bylo prokazéano, ze je
pfiméfené kalibrovany. Musi byt stanoven titr vakciny a nesmi byt normalné
vyssi nez 1/10 davky, pii které se vakcina ukazala byt bezpecnou (viz ¢ast 2.1) a
nesmi byt niz$i neZ minimum uvoliiovaného titru.

Bakterialni titr

Zivotaschopnd mnozstvi musi byt stanovena pouzitim kazdé znejméné tii
nadobek. Musi byt stanoveno zivotaschopné mnozstvi vakciny a musi byt
v rozmezich stanovenych pro pfipravek a ne méné€, neZ minimum uvoliiované¢ho
titru.

Sila (potence)

Jestlize nejsou k dispozici zadné udaje o vztahu titru vakciny k ucinnosti, prokaze
se sila (potence) vakciny pomoci vhodné metody.

Obsah vlhkosti

Musi byt stanoven obsah vlhkosti lyofilizovanych ptipravkit a musi byt
prokazano, ze je v rozmezich stanovenych pro pfipravek.

Zied'oval

Titrace v pfitomnosti zfedovate muze slouzit k prikazu nepfitomnosti
virucidnich nebo baktericidnich G¢inki zfed'ovace. V ostatnich ptipadech se musi
pouzit jiné metody.

Fyzikalni testy

Vakcina s olejovym adjuvans musi byt testovana na viskozitu vhodnou metodou.
Musi byt prokdzana stabilita emulze.

Chemické testy
Musi byt provedeny testy na koncentrace vhodnych latek, jako je hlinik a

konzerva¢ni prostiedky, aby se prokazalo, Zze tyto jsou v souladu s limity
stanovenymi pro piipravek.
pH

Musi byt zméteno pH tekutych piipravki a zied’ovact a musi byt prokazano, ze
je v rozmezich stanovenych pro piipravek.
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