Приложение № 1 
к запросу коммерческих предложений

ТЕХНИЧЕСКОЕ ЗАДАНИЕ
на выполнение научно-исследовательских и опытно-конструкторских работ (НИОКР)
 по исследованию нейротропных свойств кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки на обезьянах рода Macaca.
Клиническая и гистологическая оценка нейротропизма для подтверждения безопасности и эффективности препаратов.
1. Цель работы:
1.1. Исследование нейротропных свойств кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки в соответствии с рекомендациями WHO Technical Report Series, No 872 и No 978 WHO Expert Committee on Biological Standartization и ГФ РФ ФС.3.3.1.0030.15 «Вакцина желтой лихорадки живая сухая, лиофилизат для приготовления раствора для подкожного введения» для подтверждения их безопасности и эффективности.
2. Порядок работы:
2.1. Проведение теста на нейротропизм на не человекообразных приматах - обезьянах вида Масаса mulatta или Масаса fascicularis без различия пола, массой 2,5 – 3,5 кг.
2.2. Проведение теста на нейротропизм кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки – 2 серии.
2.3. Проведение теста на нейротропизм кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки в сравнении с эталоном (препарат-сравнения - стандартный образец ВОЗ вируса желтой лихорадки штамм 17D) – 1 серия. 
2.4. Кандидат в посевной вирус желтой лихорадки, серия (далее - образец для испытаний) - 2 серии, предоставляются Заказчиком.
2.5. Стандартный образец ВОЗ вируса желтой лихорадки штамм 17D (далее -  образец для испытаний) - 1 серия, предоставляется Заказчиком.
2.6. Выполнение Работ по исследованию нейротропных свойств кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и эталона ВОЗ на обезьянах рода Macaca в соответствии с одобренным Протоколом Этического комитета Заказчика. По окончании работ подписание Исполнителем Акта соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета. 
2.7. Проведение Исполнителем клинической оценки теста.
2.8. Проведение Заказчиком интрацеребральной инокуляции испытуемого материала обезьянам и гистологической оценки теста на нейротропизм, исследование сывороток крови обезьян на висцеротропизм и иммуногенность. 
2.9. Приготовление парафиновых блоков анатомических структур центральной нервной системы обезьян Исполнителем. 
2.10. Приготовление гистологических стекол со срезами нервной ткани и гистологическая оценка Заказчиком.
2.11. Проведение испытания на висцеротропизм: количественное определение циркулирующего вируса желтой лихорадки в сыворотках крови обезьян на 2, 4, 6 сутки после инокуляции.
2.12. Проведение испытания на иммуногенность: определение отсутствия/ наличия вируснейтрализующих антител к вирусу желтой лихорадки в сыворотках крови обезьян на 0 сутки до инокуляции и на 30 сутки после инокуляции. 
2.13.	Предоставление разрешительной документации на отправку материалов в страну проведения испытания (при необходимости) и Актов:
-  приема-передачи образцов для испытаний,
- приема-передачи гистологического материала Заказчику,
- соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета,
- сдачи-приемки выполненных Работ Исполнителем.
2.14.	Отправка гистологического материала (парафиновые блоки) Заказчику испытания (Россия).
2.15. Предоставление отчета по ГОСТ 7.32-2017. Межгосударственный стандарт. «Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления».
3. Сроки выполнения: Срок выполнения работ в этапном объеме (в соответствии с Календарным планом), в том числе передачи результатов выполненных работ, установленных пунктом 6 настоящего технического задания – не более 380 (трехсот восьмидесяти) календарных дней, со дня заключения Договора и предоставления образцов для испытаний по Акту приема – передачи.
4. Требования к Исполнителю:
4.1. Исполнитель должен проводить заявленные работы с использованием приматов в соответствии с подтвержденными лицензиями/сертификатами/свидетельствами о регистрации научно-технической деятельности и ветеринарными требованиями страны, на территории которой осуществляются работы, обусловленные Договором.
5. Требования к выполнению теста:
5.1. Перечень выполняемых работ Исполнителем:
5.1.1. Отбор обезьян в количестве 45 голов в соответствии с заявленными характеристиками.
5.1.2. Осмотр отобранных для исследования животных на соответствие установленным критериям: 
- обезьяны должны быть с хорошим аппетитом, подвижны;
- температура тела в норме 37-39,5 0С у яванских макак (Масаса fascicularis) или 38-39 0С у макак резусов (Масаса mulatta) в зависимости от используемого в исследовании вида обезьян;
- шерсть гладкая, густая, плотно прилегающая к туловищу и не имеющая очагов алопеций;
- глаза ясные, без конъюнктивитов и покраснений, надбровные дуги без видимых отеков;
- дыхание глубокое и ровное, а не поверхностное и прерывистое, кашель должен отсутствовать;
- слизистые оболочки носа, рта, век без видимых повреждений, язв, гнойников;
- туловище, конечности и хвост должны быть без травм (покусов, абсцессов, переломов и разрывов сухожилий, некротизированных участков кожи);
- из естественных отверстий должны отсутствовать истечения (носовые, кишечные);
- клинические симптомы заболеваний отсутствуют;
- острые или хронические контагиозные заболевания и глистные инвазии отсутствуют,
- обезьяны не должны были использоваться ранее в каких-либо экспериментах.
5.1.3. Карантинирование животных перед исследованием в течение 30 (тридцати) календарных дней. Обезьяны перемещаются в отдельные изоляторы, в индивидуальные клетки. Кормление и поение также индивидуальное. Животных, павших во время карантина, заменяют.
5.1.4. Распределение обезьян на 3 группы. В каждой группе по 15 обезьян.
5.1.5. Взятие образцов крови у обезьян на 0 сутки (до проведения теста). 
5.1.6. Подготовительные операции перед заражением обезьян.
5.1.6.1. Наркоз: введение животному препарата для наркоза путем внутримышечной инъекции с наружной стороны бедра.
5.1.6.2. Подготовка операционного поля: для интрацеребрального заражения необходимо сбрить шерсть с лобной доли мозгового отдела черепа с помощью машинки для стрижки.
5.1.7. Взятие образцов крови у обезьян на 2, 4, 6 сутки после инокуляции.
5.1.8. Клинические наблюдения за обезьянами после инокуляции и оценка нейротропных свойств:
5.1.8.1. Ежедневный осмотр и наблюдение за каждой зараженной обезьяной в течение 30 (тридцати) дней. Регистрация наличия у них признаков двигательной недостаточности и мышечной спастичности и оценка степени тяжести клинически проявляемых признаков энцефалита: парезов, расстройств координации движений, заторможенности, тремора или судорог по 4-х бальной шкале:
·  1 балл – взъерошенная шерсть, отсутствие аппетита;
·  2 балла – высокий тембр издаваемых звуков, снижение активности, замедленные движения;
·  3 балла – тремор, судороги, расстройство координации движений, слабость и парезы конечностей;
·  4 балла – неспособность стоять, параличи конечностей или смерть. 
Балл присваивают каждой обезьяне ежедневно. 
5.1.8.2. Подсчитывают клиническую балльную оценку для каждой обезьяны. Это средняя величина суммы ежедневных балльных оценок тяжести клинического проявления признаков энцефалита за весь период наблюдения (за 30 дней).
5.1.8.3. Подсчитывают клиническую балльную оценку для каждой группы (3 группы) обезьян. Это средняя величина клинических балльных оценок обезьян в группе.
5.1.9. Оценка результатов в соответствии с критериями приемлемости: 
5.1.9.1. Нейротропизм: 
·  не должно быть различий во времени появления и продолжительности фебрильной (лат. Febris – лихорадка) реакции между обезьянами, инфицированными кандидатами в посевной вирус желтой лихорадки и стандартом.
·  результаты значений (баллы) клинической балльной оценки для обезьян из групп, инфицированных кандидатами в посевной вирус желтой лихорадки, не превышают аналогичных результатов у стандарта.
5.1.10. Оформление отчета по результатам клинического наблюдения.
5.1.11. Взятие образцов крови у обезьян на 30 сутки после инокуляции.
5.1.12. Морфологические исследования 
Проведение эвтаназии и аутопсии выживших обезьян всех групп, изъятие у них спинного и головного мозга.
5.1.13. Гистологические исследования
5.1.13.1. Топографическая вырезка фрагментов отделов центральной нервной системы (ЦНС) и их маркировка:

	№ блока
	Наименование фрагмента ЦНС
(в соответствии с TRS 978)
	Маркировка фрагментов
	Количество блоков

	I
	полосатое тело Corpus striatum на уровне перекреста зрительных нервов (фронтальный разрез впереди передней спайки)
	2
	2

	II
	таламус Thalamus на уровне сосцевидных тел (фронтальный разрез на уровне сосцевидных тел)
	Г
	2

	III
	средний мозг Mesencephalon на уровне верхних холмов (фронтальный разрез через ножки мозга и мост)
	V
	2

	IV
	мост Pons и мозжечок Cerebellum на уровне верхних олив (фронтальный разрез через борозду птичьей шпоры)
	XXX
	2

	V
	продолговатый мозг Medulla oblongata на среднем уровне нижних олив (поперечный разрез моста на уровне тройничного нерва или поперечный разрез продолговатого мозга (в одном срезе))
	XX
	2

	---
	Шейное утолщение
	1: 2: 3: 4: 5: 6: (порядковый номер и 2 точки)
	1 (в одном блоке шесть фрагмен тов мозга)

	---
	Поясничное утолщение
	1.:  2.:  3.:  4.: 5.:  6.: (порядковый номер и 3 точки)
	1 (в одном блоке шесть фрагмен тов мозга)


5.1.13.2. Приготовление парафиновых блоков.
Для каждой обезьяны готовят – 12 блоков: 
·  Головной мозг - 5 анатомических структур мозга, по 2 блока, (= 10 блоков), 
·  Шейное утолщение – 1 блок с 6-ю фрагментами мозга,
·  Поясничное утолщение - 1 блок с 6-ю фрагментами мозга.
Итого: для 45 обезьян - 540 блоков.
5.1.13.3. Блоки передать Заказчику.
5.2. Перечень выполняемых работ Заказчиком: 
5.2.1. Исследование сывороток крови обезьян до инокуляции (0 сутки) в реакции нейтрализации в перевиваемой культуре клеток Vero методом бляшек для определения серонегативных обезьян к вирусу желтой лихорадки.
5.2.2. Рандомизация животных по группам (3 группы). Количество обезьян в каждой группе – 15 голов.
5.2.3. Испытание на нейротропизм (заражение испытуемым материалом). 
5.2.3.1. Подготовка операционного поля: при интрацеребральном заражении в лобную долю головного мозга (фронтальная доля) операционное поле, где сбрита шерсть с помощью машинки для стрижки, обрабатывают трижды в следующей последовательности: спирт 70 % - настойка йода 10 % - спирт 70 %. 
5.2.3.2. Введение испытуемого материала обезьянам - интрацеребрально, в одно трепанационное отверстие лобной доли головного мозга (справа). Объем введения соответствующего материала каждому животному в группе составляет 0,25 мл. Испытуемая доза в объеме 0,25 мл должна содержать не менее 5 000 ЛД50 и не более 50 000 ЛД50 для мышей. 
5.2.4. Проведение теста на определение введенной дозы вируса после инъекции обезьянам испытуемых образцов. Введенная доза вируса объеме 0,25 мл должна содержать не менее 5 000 ЛД50 и не более 50 000 ЛД50 для мышей.
5.2.5. Испытание на висцеротропизм 
5.2.5.1. Исследование сывороток крови обезьян на 2, 4, 6 сутки после инокуляции путем титрования в перевиваемой культуре клеток Vero методом бляшек для количественного определения циркулирующего вируса желтой лихорадки в сыворотках крови.
5.2.5.2. Оценка результатов: содержание вируса желтой лихорадки в 0,03 мл сыворотки крови одной обезьяны должно быть не более 100 МЕ (эквивалентно 160 БОЕ) и только у одной обезьяны из группы допускается значение титра выше 100 МЕ, но не более 500 МЕ (эквивалентно 800 БОЕ).
5.2.6. Иммуногенность
5.2.6.1. Исследование сывороток крови обезьян на 30 сутки после инокуляции в реакции нейтрализации в перевиваемой культуре клеток Vero методом бляшек.
5.2.6.2. Оценка результатов: образование вируснейтрализующих антител к вирусу желтой лихорадки в сыворотках крови не менее чем у 90 % испытуемых обезьян. 
5.2.7. Гистологическая оценка нейротропных свойств исследуемых препаратов: 
5.2.7.1. Приготовление гистологических стекол со срезами нервной ткани из каждого блока. Срезы шейного и поясничного утолщений должны состоять из 2 половин (левый и правый полусрезы).
5.2.7.2. Окрашивание стекол галлоцианином.
5.2.7.3. Исследуемые структуры и отделы ЦНС обезьян:
·  Головной мозг: - Corpus striatum & thalamus (полосатое тело и таламус);
                                - Mesencephalon (средний мозг);
                                - Pons (мост);                                                         
                                - Cerebellum (мозжечок);                                         
                                - Medulla oblongata (продолговатый мозг)
·   Спинной мозг: - Cervical enlargement (шейное утолщение);
                                - Lumbar enlargement (поясничное утолщение).
5.2.7.4. Оценка степени (тяжести) специфических повреждений в билатеральных срезах головного и спинного мозга по 4-х бальной шкале: 
·  1 балл (минимальный) – наличие 1-3 очаговых воспалительных инфильтратов, деструкция единичных нейронов или отсутствие,
·  2 балла (средняя тяжесть) – наличие 4 и более воспалительных инфильтратов, дегенерация или деструкция не более 33 % всех нейронов,
·  3 балла (тяжелое поражение) – дегенерация или деструкция 33 – 90 % всех нейронов, выраженный очаговый или диффузный воспалительный инфильтрат,
·  4 балла (тотальное поражение) – разрушение или дегенерация более 90 % нейронов, тяжелые воспалительные инфильтраты.
5.2.7.5. Представление результатов: 
Для каждой обезьяны:
·  подсчитывают средний балл поражений по каждому отделу мозга,
·  подсчитывают средний балл поражений ЦНС в дискриминационных областях (Д),
·  подсчитывают средний балл поражений ЦНС в областях-мишенях (М),
·  подсчитывают средний суммарный балл поражений ЦНС в дискриминационных областях и областях–мишенях (Д+М).
Для группы обезьян:
·  подсчитывают общий средний балл поражений в областях: Д; М; (Д+М).
5.2.7.6. Оценка результатов в соответствии с критериями приемлемости: 
·  результаты показателей испытания кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки не должны превышать 5 % (р = 0,05) аналогичных результатов у стандарта вируса желтой лихорадки.
[bookmark: _Hlk113012979]6. Отчетность:
6.1. Заказчик предоставляет Исполнителю:
6.1.1. Образцы для испытаний:
- кандидат в посевной вирус желтой лихорадки – серия № 37-II, 15 ампул по 1,0 мл;
- кандидат в посевной вирус желтой лихорадки – серия № 39-II, 15 ампул по 1,0 мл;
- препарат-сравнения/эталон - стандартный образец ВОЗ вируса желтой лихорадки штамм 17D сер. № 168-73 (NIBSC), 5 ампул по 0,5 мл;
6.1.2. Фармакопейный стандартный образец Государственной фармакопеи РФ Стандартный образец вакцины желтой лихорадки ФСО.3.2.00312 - серия № 001-200221, 40 ампул по 0,5 мл;
6.1.3. Акт приема-передачи образцов для испытаний.
6.2. Исполнитель предоставляет Заказчику: 
6.2.1. Разрешительную документацию на отправку материалов в страну проведения испытания (при необходимости, копии);
6.2.2. Подписанный экземпляр акта приема-передачи образцов для испытания;
6.2.3. Иные вспомогательные материалы (планшеты для титрования, питательные среды, культуру клеток Vero) для исследования сывороток крови обезьян и образцов исследуемого материала и стандартов;
6.2.4. Гистологический материал: парафиновые блоки с фрагментами отделов мозга;
6.2.5. Акт приема-передачи гистологического материала (парафиновых блоков) в 2 (двух) экземплярах;
6.2.6. Акт соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета;
6.2.7. Акт сдачи-приемки выполненных Работ Исполнителем в 2 (двух) экземплярах;
6.2.8. Отчет по ГОСТ 7.32-2017. Межгосударственный стандарт. «Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления» по результатам исследования.




Приложение № 1 к Техническому заданию

Календарный план
на выполнение научно-исследовательских и опытно-конструкторских работ (НИОКР) по исследованию нейротропных свойств кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки на обезьянах рода Macaca.
Клиническая и гистологическая оценка нейротропизма для подтверждения безопасности и эффективности препаратов.

	№ этапа
	Описание этапа
	Отчётность по этапу
	[bookmark: _GoBack]Сроки выполнения этапа
	Сумма этапа

	1 (I)
	- Получение письма о готовности к получению образцов. 
- Получение разрешений на ввоз образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и используемых стандартов в страну исследований по Договору.
- Подготовка сопроводительной документации на образцы кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и используемых стандартов для отправки в страну проведения исследований. 
	- Акт приема-передачи образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и используемых стандартов для исследования от Заказчика.
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по I этапу.

	Не более 150 (ста пятидесяти) календарных дней со дня, следующего за днем подписания Договора
	10 % от стоимости работ по Договору

	2 (II)
	- Отправка в страну проведения исследований образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и используемых стандартов.
- Прохождение таможенной процедуры в стране отправки и стране проведения исследований.
- Получение разрешения на проведение испытаний нейротропных свойств кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки для подтверждения их безопасности и эффективности.
	- Акт приема-передачи образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки и используемых стандартов для проведения для исследования от Исполнителя.
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по II этапу. 
	Не более 40 (сорока) календарных дней со дня, следующего за днем выполнения 1 (I) этапа
	20 % от стоимости работ по Договору

	3 (III)
	- Карантин обезьян для проведения теста на нейротропизм образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия.
- Взятие образцов крови обезьян для скрининга антител к вирусу желтой лихорадки (перед испытанием).
-  Распределение обезьян на группы в соответствии с испытуемым материалом.
- Инъекция в лобную (фронтальную) зону головного мозга образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия.
- Проведение теста на определение в образцах кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия введенной дозы вируса после инъекции обезьянам.
- Клинический мониторинг в течение 30 дней за всеми группами обезьян после инъекции испытуемых образцов, оценка результатов.
- Для теста на висцеротропизм взятие образцов крови обезьян на 2, 4, 6 сутки после инокуляции и исследование сывороток крови для количественного определения циркулирующего вируса желтой лихорадки.
- Для теста на иммуногенность взятие образцов крови обезьян на 30 сутки после инокуляции и исследование сывороток крови для определения вируснейтрализующих антител к вирусу желтой лихорадки.
- Проведение эвтаназии всех инокулированных обезьян на 30 день после инокуляции и отбор проб для гистологического исследования. 
- Изготовление блоков/ срезов с нервной тканью, окрашивание гистологических стекол, оценка результатов. 
	- Отчет о выполнении работ по проводимым тестам: 
· определение серонегативных животных к вирусу желтой лихорадки,   
· определение введенной дозы вируса в кандидатах в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия,
· определение количества циркулирующего вируса желтой лихорадки в сыворотках крови обезьян,
· клиническая оценка проявляемых симптомов желтой лихорадки у обезьян в течение периода наблюдения,
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по 3 (III) этапу.
	Не более 120 
(ста двадцати) календарных дней со дня, следующего за днем выполнения 2 (II) этапа
	60 % от стоимости работ по Договору

	4 (IV)
	- Подготовка к транспортировке парафиновых блоков с фрагментами отделов мозга обезьян. 
- Подготовка сопроводительной документации для отправки в РФ блоков.
- Отправка парафиновых блоков в РФ. 
- Прохождение таможенной процедуры в РФ.
- Передача парафиновых блоков с фрагментами отделов мозга обезьян Заказчику.
- Гистологическая оценка интенсивности патоморфологических изменений в центральной нервной системе обезьян при исследовании нейротропных свойств образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия.
- Предоставление отчета по ГОСТ 7.32-2017 Межгосударственный стандарт. «Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления» с результатами исследования.
	- Акт приема-передачи парафиновых блоков.
- Гистологическая оценка поражений ЦНС обезьян при исследовании нейротропных свойств образцов кандидатов в посевной вирус желтой лихорадки 2-е серии и стандарта ВОЗ 1-а серия.
- Акт соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета.
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по 4 (IV) этапу.
- Отчет о выполнении работ по ГОСТ                      7.32-2017. Межгосударственный стандарт. «Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления».

	Не более 70 (семидесяти) календарных дней со дня, следующего за днем выполнения
 3 (III) этапа
	10 % от стоимости работ по Договору 



