Приложение № 1 
к запросу коммерческих предложений
ТЕХНИЧЕСКОЕ ЗАДАНИЕ 
на выполнение научно-исследовательских и опытно-конструкторских работ (НИОКР) 
по исследованию на обезьянах рода Macaca нейровирулентных свойств моновакцин полиомиелитных тип 3, произведенных с использованием роллерной и реакторной технологий, для подтверждения соответствия качества в рамках масштабирования технологии производства.
1. Цель работы:
1.1. Исследование остаточной нейровирулентности (специфической безопасности) серий моновакцин полиомиелитных тип 3 в рамках требований WHO TRS, No 1045, Annex 2 (Replacement of Annex 2 of WHO TRS, No 980). 
2. Порядок работы:
2.1. Проведение теста на нейровирулентность на не человекообразных приматах - обезьянах вида Масаса mulatta или Масаса fascicularis без различия пола, массой не менее 1,5 кг. 
2.2. Проведение теста на нейровирулентность моновакцин полиомиелитных тип 3 – 2 серии, одна из серий произведена с использованием роллерной технологии, другая - использованием реакторной технологии.
2.3.  Проведение теста на нейровирулентность моновакцин полиомиелитных тип 3 в сравнении с референсом (препарат-сравнения - гомотипичный стандарт международный или калиброванный по отношению к международному) - 1 серия.
2.4. Моновакцина полиомиелитная тип 3, серия (далее - образец для испытаний) - 2 серии предоставляется Заказчиком.
2.5. Гомотипичный стандарт международный или калиброванный по отношению к международному (далее -  образец для испытаний) - 1 серия предоставляется Исполнителем.
2.6. Выполнение работ по исследованию нейровирулентных свойств моновакцин полиомиелитных тип 3 и гомотипичного стандарта 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 интраспинальной инокуляции исследуемого материала обезьянам и гистологической оценки теста нейровирулентности.
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. Предоставление разрешительной документации на отправку материалов в страну проведения испытания и Актов:
- приема-передачи образцов для испытаний,
- приема-передачи гистологического материала Заказчику,
- соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета,
- сдачи-приемки выполненных Работ Исполнителем,
2.12. Отправка гистологического материала (парафиновые блоки) Заказчику испытания (Россия).
2.13. 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 210 (Двести десять) 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 60 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 37,0-39,5 0С (норма);
- 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. Перемещение обезьян в отдельные изоляторы, в индивидуальные клетки для карантинирования животных перед исследованием в течение 30 (тридцати) календарных дней. Кормление и поение животных индивидуальное. Животных, несоответствующих после гематологических и диагностических исследований целям Заказчика, а также павших животных во время карантина, заменяют.
5.1.4. До проведения теста нейровирулентности исследование сывороток крови у 60 обезьян для определения серонегативных животных в реакции нейтрализации в культуре клеток НЕр-2 (Цинциннати) по цитопатогенному действию (ЦПД) на отсутствие нейтрализующих антител к каждому типу вируса полиомиелита.
5.1.5. Оформление отчета по серологическим исследованиям (0 сутки).
5.1.6. Распределение обезьян на группы. Для каждого теста используют по 20 обезьян. 
5.1.7. Исследование специфической активности (титрование) исследуемых образцов для определения концентрации вируса, подтверждения соответствия требованиям нормативной документации и условиям соблюдения «холодовой цепи» при транспортировании и хранении.
5.1.8. Оформление отчета по исследованию специфической активности испытуемого материала. 
5.1.9. Подготовить (развести) исследуемый материал с учетом требуемых пределов. Концентрация вируса в препаратах должна быть максимально сближена и составлять – 105,5 – 106,5 ТЦД50 в вводимом объеме (0,1 мл).
5.1.10. Введение обезьянам препарата для наркоза путем внутримышечной инъекции с наружной стороны бедра (перед заражением).
5.1.11. Взвешивание обезьян перед заражением.
5.1.12. Подготовка операционного поля: для интраспинального заражения необходимо сбрить шерсть в области поясничного отдела спинного мозга с помощью машинки для стрижки.
5.1.13. Проведение повторного титрования остатков испытуемого материала после инокуляции животных для определения введенной дозы вируса и подтверждения соответствия требованиям спецификации. 
5.1.14. Оформление отчета с результатами повторного титрования.
5.1.15. Клинические наблюдения за обезьянами после инокуляции:
5.1.15.1. Ежедневный осмотр каждой обезьяны в течение 21 дня. 
5.1.15.2. Перечень основных показателей статуса неврологической симптоматики у обезьян, указывающей на полиомиелит:
· изменение двигательной активности обезьян,
· поражение конечностей: парезы/ параличи (количество),
· состояние мышечного тонуса,
· объем насильственных движений конечностей, 
· слабость сухожильных рефлексов. 
5.1.15.3. Оценка степени тяжести клинического проявления полиомиелита и регистрация по 4-х бальной системе:
· 1 балл - мышечная слабость,
· 2 балла - легкий парез,
· 3 балла - парез средней тяжести,    
· 4 балла – паралич.
5.1.15.4. Оценка результатов в соответствии с критериями приемлемости: 
· в течение всего периода наблюдения должно выжить не менее 80 % обезьян; 
· обезьян, выживших в течение 24 часов, но умерших ранее 11-го дня после инокуляции, подвергнуть комплексному патоморфологическому и гистологическому обследованиям с целью установления, явился ли полиомиелит причиной гибели; 
· обезьян, находящихся в агональном состоянии, подвергнуть эвтаназии и исследовать для определения причин агонии; 
· обезьян, погибших по причинам, не связанных с полиомиелитом, исключить при учете результатов. 
5.1.15.5. Оформление отчета по клиническим наблюдениям.
5.1.16. Морфологические исследования:
Проведение эвтаназии выживших обезьян и аутопсии, извлечение у них спинного и головного мозга.
5.1.17. Гистологические исследования:
5.1.17.1. Топографическая вырезка фрагментов отделов центральной нервной системы (ЦНС) и маркировка фрагментов мозга:

	№ п/п
	Наименование фрагмента ЦНС
	Маркировка блока
	Количество блоков

	1
	Двигательный участок коры головного мозга (слева и справа)
	Со (два фрагмента отдела мозга в одном блоке)
	1

	2
	Зрительный бугор головного мозга (слева и справа)
	Т1, Т2
	2

	3
	Средний мозг и два уровня продолговатого мозга
	М2 (три фрагмента отделов мозга в одном блоке)
	1

	4
	Варолиевый мост и мозжечок
	М1
	1

	5
	Шейное утолщение спинного мозга
	С1, С2 (по 5 фрагментов отдела мозга в одном блоке)
	2

	6
	Поясничное утолщение спинного мозга
	L1, L2 (по 6 фрагментов отдела мозга в одном блоке)
	2


5.1.17.2. Приготовление парафиновых блоков.
Для каждой обезьяны – 9 блоков. Итого: для 60 обезьян – 540 блоков.
5.1.17.3.  Блоки передать Заказчику. 
5.2. Перечень выполняемых работ Заказчиком:
5.2.1. Заражение испытуемым материалом
5.2.1.1. Общая информация:
- материал вводится в поясничное утолщение спинного мозга (интраспинальное введение), 
- местом введения является межпозвоночное пространство между 1-м и 2-м поясничными позвонками (L1-L2),
- объем введения каждому животному составляет 0,1 мл. 
5.2.1.2. Фиксация обезьян
На рабочий стол уложить обезьяну лицевым диском вниз на жесткий валик, располагающийся в области нижних реберных дуг. Голову повернуть в любую из сторон, верхние конечности развести в стороны. Левой рукой слегка прижать голову и шею обезьяны к столу, правой рукой зафиксировать подвздошные кости. При такой фиксации позвоночник образует в верхнем поясничном отделе пологий горб.  
5.2.1.3. Обработка операционного поля трижды: 
- спирт этиловый 70 %,
- настойка йода 5,2 %,
- спирт этиловый 70 %.
5.2.1.4. Определение топографической точки / места введения испытуемого материала двумя способами:
1 способ - от места пересечения воображаемой линии, соединяющей гребни подвздошной кости справа и слева, и позвоночника отсчитать вверх 4-е остистых отростка тел позвонков. Топографическая точка введения соответствует промежутку между 1-м и 2-м поясничными позвонками (L1-L2);
2 способ - место пересечения воображаемой линии, соединяющей свободные концы 12-х ребер справа и слева, и позвоночника. 
Обе точки ведения должны совпасть.
5.2.1.5. Введение испытуемого материала:
- введение испытуемого материала обезьянам осуществляется с помощью стерильных шприцев объемом 1,0 см3 с иглами № 27G (длина 3/4"-1" (19,1 - 25,4 мм) и диаметр 0,4 мм), 
- для каждого животного используется индивидуальный шприц,
- игла вводится в найденное межпозвоночное пространство перпендикулярно позвоночнику, отступив 1 мм в сторону от его средней линии. Игла продвигается до тех пор, пока не возникнет резкого сокращения групп мышц одной или обеих нижних конечностей, что свидетельствует о прохождении острия иглы через твердую мозговую оболочку,
- игла продвигается вглубь мозга еще на 2-3 мм и медленно вводится материал. Правильное введение материала сопровождается фибриллярными сокращениями мышц одной или обеими нижними конечностями. 
Если вторичного моторного ответа (фибрилляция мышц) не наблюдается, игла извлекается и введение повторяется еще раз,
- после окончания введения, игла проводится до вентральной стенки позвоночного канала и извлекается.
5.2.1.6. Реакция каждой обезьяны на введение материала (фибрилляция мышц) выражается в крестах:
· фибрилляция всех мышц нижних конечностей  ++++, 
· фибрилляция только бедренных мышц  +++, 
· фибрилляция мышц пальцев стоп  ++, 
· очень слабая фибрилляция  +, 
· нет ответа – 0.  
5.2.2. Гистологическая оценка.
5.2.2.1. Приготовление необходимого количества гистологических препаратов - стекол со срезами нервной ткани. Окрашивание стекол галлоцианином или гематоксилин-эозином. 
5.2.2.2. Микроскопическое исследование стекол со срезами нервной ткани для выявления патоморфологических повреждений структур нервной ткани.
5.2.2.3. Расчет баллов поражений (БП) для каждой обезьяны с «положительной» реакцией и среднего балла поражений для группы (серии) обезьян. 
5.2.2.4. Анализ полученных результатов. Принятие решения о специфической безопасности и соответствии качества исследуемых моновакцин полиомиелитных тип 3 нормативным требованиям: отсутствие статистически достоверного различия в патогенности в сравнении с соответствующим гомотипичным стандартом.
6. Отчетность.
6.1. Заказчик предоставляет Исполнителю:
6.1.1.  Образцы для испытаний:
- моновакцина полиомиелитная тип 3 (серия № М 083, роллерная технология) – 2 флакона, 10 мл в одном флаконе;
[bookmark: _Hlk113012979]- моновакцина полиомиелитная тип 3 (серия № М 002-BR, реакторная технология) – 2 флакона, 10 мл в одном флаконе.
6.1.2. 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. Гистологический материал: парафиновые блоки с фрагментами отделов мозга;
6.2.4. Акт приема-передачи гистологического материала (парафиновых блоков) в 2 (двух) экземплярах;
6.2.5. Акт соответствия проведенных работ одобренному Протоколу Этического комитета;
6.2.6. Акт сдачи-приемки выполненных Работ Исполнителем в 2 (двух) экземплярах;
6.2.7. 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 на обезьянах рода Macaca нейровирулентных свойств моновакцин полиомиелитных тип 3, произведенных с использованием роллерной и реакторной технологий, для подтверждения соответствия качества в рамках масштабирования технологии производства.
	№ этапа
	Описание этапа
	Отчётность по этапу
	Сроки выполнения этапа
	Сумма этапа

	1 (I)
	- Получение письма о готовности к получению образцов моновакцины полиомиелитной тип 3. 
- Получение разрешений на ввоз образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 в страну исследований по Договору*.
- Подготовка сопроводительной документации на образцы моновакцины полиомиелитной тип 3 для отправки в страну проведения исследований*. 
	- Акт приема-передачи образцов для исследования от Заказчика.
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по I этапу.
	Не более 30 (тридцати) календарных дней со дня, следующего за днем подписания Договора
	10 % от стоимости работ по Договору

	2 (II)
	- Отправка в страну проведения исследований образцов моновакцины полиомиелитной тип 3*.
- Прохождение таможенной процедуры в стране отправки и стране проведения исследований*.
- Получение разрешения на проведение теста нейровирулентности (далее по тексту «НВТ») образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий, и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта.
	- Акт приема-передачи образцов для проведения НВТ образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта от Исполнителя. 
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по II этапу. 
	Не более 10 (десяти) календарных дней со дня, следующего за днем выполнения 
1 (I) этапа
	20 % от стоимости работ по Договору

	3 (III)
	- Карантин обезьян для НВТ образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта. 
- Взятие образцов крови обезьян для скрининга антител к вирусу полиомиелита тип 3 для НВТ образцов моновакцины полиомиелитной тип 3                  2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта.
-  Распределение обезьян на группы в соответствии с испытуемым материалом.
- Проведение теста на специфическую активность (титрование) образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта до инъекции обезьянам. 
- Инъекция в спинной мозг образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта в течение 2х (двух) дней.
- Проведение теста на специфическую активность (титрование) образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта после инъекции обезьянам. 
- Клинический мониторинг за всеми группами обезьян в течение 21 дня после инъекции образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта. 
- Проведение эвтаназии всех инокулированных обезьян на 21 день после инокуляции и отбор проб для гистологического исследования. 
- Изготовление парафиновых блоков с фрагментами отделов мозга обезьян. 
	- Отчет о выполнении работ по проводимым тестам: 
· определение серонегативных животных к вирусу полиомиелита тип 3,   
· определение титра (специфическая активность) образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта до инъекции обезьянам, 
· определение титра (специфическая активность) образцов моновакцины полиомиелитной тип 3 2х (двух) серий и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта после инъекции обезьянам,
· клиническая оценка проявляемых симптомов полиомиелита у обезьян в течение периода наблюдения.
- Акт сдачи-приемки выполненных Работ по 3 (III) этапу.
	Не более 100 (ста) 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 нейровирулентных свойств моновакцин полиомиелитных тип 3 2х (двух) серий, произведенных с использованием роллерной и реакторной технологий, и 1й (одной) серии гомотипичного стандарта.
- Предоставление отчета по ГОСТ 7.32-2017 Межгосударственный стандарт. «Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления» с результатами исследования.
	- Гистологическая оценка поражений ЦНС обезьян при исследовании нейровирулентных свойств моновакцин полиомиелитных тип 3, произведенных с использованием роллерной и реакторной технологий, и гомотипичного стандарта.
- Акт приема-передачи парафиновых блоков.
- 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 


[bookmark: _GoBack]*(при необходимости)

