PANSTWOWY INSTYTUT WETERYNARYJNY PIWet
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

Dziat
Kontroli Produktow
Leczniczych Weterynaryjnych

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe (HTS) w kontroli jakosci
szczepionek weterynaryjnych — opracowanie metody i jej
znaczenie dla standardéw farmakopealnych

dr Katarzyna Pasik
Putawy, 27.03.2026




700 I 40 3000 VK
E DQM & G EO N ekspertow NEIY standardow

v Cel EDQM: harmonizacja standardow jakosci bezpiecznych lekéw na kontynencie
europejskim i poza nim

v" Cel sieci GEON: kontrola jakosci produktow leczniczych stosowanych u ludzi i
zwierzat, przed i po wprowadzeniu do obrotu, ochrona zdrowia publicznego
i zdrowia zwierzat
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General European OMCL Network

zrédto grafiki: https://www.youtube.com/watch?v=YWN7BsUyipc
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PARAMETRY KONTROLI JAKOSCI SZCZEPIONEK

v/ Identyfikacja szczepu W/ Skutecznoé¢ inaktywacji

 Jalowoéé v Jalowoéé

~/ Brak czynnikow oBcycH ' I / Zawartoé¢ antygenu INACTIVATED

VACCINE
' 4 Miano wirusa / bakterii (PFU, EID50, CFU) v 4 Adiuwanty g

«/ Bezpieczenstwo stosowania «/ Parametry fizykochemiczne Ll:_y,l
H, objetos¢ dawki
W/ Stabilnos¢ preparatu Gl )
«/ Brak zywego patogenu po inaktywacji

v/ Moc (potency)

Standardy Kontroli:

Eu;opean - % **
Pharmacope PR | Je *
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3 i ; Council of Europe

Brak farmakopealnych genomicznych parametrow kontroli jakosci szczepionek.

— European Pharmacopoeia « EDQM « Council of Europe —
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ZASTOSOWANIE HTS

MEDYCYNA

> > rozwdj innowacyjnych lekow
> > badania kliniczne

> > zakres biopsji

> > badania onkologiczne

«m— PRZEMYSL SPOZYWCZY —

> > analiza zanieczyszczen
mikrobiologicznych

> > badania epidemiologiczne
> > monitorowanie opornosci
> > charakterystyka mikrobiologiczna
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ZASTOSOWANIE HTS

2\ &
L)SJS)\\\ ANALIZA KRYMlNALlSTYCZNA

> > badania kryminalistyczne
> analizy prébek dowodowych i]"

> > identyfikacja DNA, odciskéw palcow,
materiatéw sladowych

: 9 CHARAKTERYSTYKA SALMONELLA

> > charakterystyka gendéw wirulencji
i opornosci

> > elementy mobilne genetycznie
> > identyfikacja zrédet zakazenia

WAKCYNOLOGIA

> > badania epidemiologiczne szczepien

> > analiza pokrewienstwa
filogenetycznego

> > klasyfikacja szcepow szczepionkowych




PANSTWOWY INSTYTUT WETERYNARYJNY PIWet
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

CEL PROJEKTU

v Wykorzystanie nowoczesnej technologii HTS do kontroli jakosci immunologicznych
weterynaryjnych produktow leczniczych dla drobiu.

v Z uwagi na brak dedykowanych narzedzi dla genomowej kontroli jakosci szczepionek, w

pracy wykorzystano ogdlnodostepne narzedzia genomiczne i oceniono ich przydatnos¢ do
realizacji celu pracy.

v" Niniejsza praca stanowi pierwsze w Polsce oraz jedno z nielicznych na $wiecie

udokumentowanych badan wykorzystujgcych HTS do kontroli jakosci zywych szczepionek
weterynaryjnych.




MATERIALY | METODY

Maxwell RSC 48, Promega
o Maxwell® RSC Cultured Cells DNA Kit (Promega)

o Biomek, Beckman Coulter

{o NanoDrep (Thermo Fisher Scientific)
o Qubit 3.0 (Tkermo Fisher Scientific)

7
o

\
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"DRUGIEJ GENERACIT

o MiSeq (Illumina) — pair-end (2 x 300V3)

Center of Genomic Epidemiology o Abricate
Enterobaze hierCC

SISTR Kraken & Bracken
SeqSerol MLST

BLAST ceMLST

000D

o




WYNIKI KONTROLI GENOMICZNEJ SZCZEPIONEK

\ Potwierdzenie serowaru\ ¥ Stabilno$¢ genomowa

i szczepu szczepionkowego v ,
% = E : j3- 1§ @@ | st 11
. Salmonella enterica subspecies ( . ld serifai} seria 021 cgST: 44177 / 81336
enterica serovar - k| (as®) AD: 0

Enteritidis seria 03

S ¥ «/ Bliskie
v’ CHS44 N 4 B | , pokrewieristwo
| ¥ SA19992322 - =" ze szczepem )
\M v SA19970510 ES & \referencyjnym

@ny wirulencji \ b 'T . fGeny replikonéw plazmidowych \
T N\  IncFII(S), IncFIB(S)

VvV 2 | <
B O -0
= /' Multireplikacyjny plazmid IncF
——

/" Adhezja: Agf, Lpf, Sy e (IncFll/IncFIB)
fimbrie typu 1 Geny opornosci na antybiotyki \

» SPI-1, SPI-2

/" Kolonizacja: sinH /' Brak istotnych genéw AMR
QStres: sodC1 /" aac(6’)-laa (gen kryptczny) )

\




KEY CRITERIA
FOR GENOMIC QUALITY CONTROL OF VACCINES

Potwierdzenie serowaru i szczepu szczepionkowego

Weryfikacja zgodnosci genomowej szczepu zawartego w preparacie
z deklarowanym serowarem Salmonella oraz potwierdzenie jego
jednoznacznej identyfikacji molekularne;j.

Ocena stabilnosci genetycznej

Analiza genoméw miedzy seriami w celu wykrycia rearanzacji
lub nieoczekiwanych mutagji.

Kontrola czystosci genetycznej

Potwierdzenie braku istotnych zanieczyszczefi

Identyfikacja markeréw atenuacji

Wykrycie delecji lub mutacji genéw odpowiedzialnych za atenuacje szczepu.

Geny wirulencji, AMR oraz plazmidy

Ocena genéw wirulencji, opornosci oraz mobilnych elementéw genetycznych.
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26.41. HTS for the detection of viral exiraneous agenis

2.6.41. HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING FOR THE
DETECTION OF VIRAL EXTRANEOUS AGENTS

L. INTRODUCTION & SCOPE
Viral extraneous agents (also referred as viral adventitious agents) can be introduced unintentionally in
hinlogical products at various stages in the manufacturing process. To ensure product quality and safety, a
E comprehensive strategy is established following the principles of viral safety risk assessment detailed in
u ro p e a n general chapter 5.1.7. This strategy indludes testing for viral contamination and may require a panel of
suitable tests that are able to detect diverse virases that may be present in the starting material such as
the cell substrate and virus seed, or in raw materials of animal or plant origin. These tests are conducted

P h a r m a CO p 0 e i a at various stages of manufacture which may indude cell banks, virus seeds, unprocessed bulks (viral

W\ DUWINWON
O'\\
W\ DUWINOA
o'\
\ DUWIAN\OA
O'\\L

or protein harvests), cells for cell therapy, and production viruses (helper viruses and viral vectors for
protein expression).
High-throughput sc%Iurn.dng (HTS) (also referred to as next-generation u:ciucﬂci.nngC 5. massively
parallel sequencing/MPS or deep sequencing) can be introduced in the viral extraneous agent testing
* package to fill gaps identified through the risk assessment, to r\cfcl,;:t in vivo tests for extrancous agents

Ud ueadoan3y

and nucleic acid amplification techniques, or to replace or supplement in vifro methods using cell
cultures. HTS is especially useful for the testing of new cell lines to detect known and unknown viruses,
but also of virus seeds and harvests particularly when there is interference in conventional tests due to
* lack of neutralisation of the vaccine/vector virus or to sample toxicity.
* HTS can detect all genomic viral nucleic acids (DNA and RNA) (genomics), viral RNAs ( transcriptomics),
or encapsidated viral genomes (viromics). The analysis approach may be selected based on the nature
of the sample to be tested. HTS may be more complex for the detection of retroviruses in cases where
the host genome contains endogenous retroviral sequences, as these sequences may be filtered out by
bininformatics. In such cases, a specific analytical strategy for retrovirus detection g:.‘.g_ product-enhanced
reverse transcriptase (PERT) assay) should be employed.
Different HTS technologies are available and are classified as short-read s-tqucm:inﬁ technologies with
read lengths of less than 500 nucleotides, or long-read sequencing technologies with read lengths greater
than 1000 nucleotides. These technologies also differ regarding their throughput (number of reads
generated) ranging from a few million to several billion reads.
The HTS workflow includes multiple steps: sample pre-treatment (optional), extraction of nudeic acids,
post-nucleic acid extraction treatment of nudeic acids (optional). library preparation. :ﬁumcing. data
analysis (bioinformatics) using reference databases, scientific evaluation of the results including reporting,
interpretation and follow-up investigation in the event of a positive signal.
The design of the method may allow:
— detection of a broad spectrum of viral extraneous aﬁms {known and unknown viruses) with a
non-targeted approach using a comprehensive database with viral sequence diversity, or
— detection of a range of known viruses (or viruses distantly related to known viruses) with a targeted
approach using a selective capture or amplification of viral sequences, or using reference virus
genomes for bivinformatic analysis.
This general chapter describes HTS methodologies that may be used for the detection of viral extraneous
agents in biological products including vaccines for human and veterinary use, recombinant proteins,
viral vectors used for gene therapy and cell-based preparations for cell therapy. The chapter also provides
guidelines for the validation of HTS methods for viral extraneous agent detection.
Considerations on the replacement of in vivo and in vifro tests for extraneous agc‘nls by HTS are provided

by ICH guideline Q5A: Viral safety evaluation of biotechnology producis derived from cell lines of human
or animal origin.

2. DESCRIPTION OF METHODS

2-1. GENERAL CONSIDERATIONS

In applying a specific HTS testing strategy for viral extraneous agents, the most suitable material to analyse
is chosen based on the stage of the manufacturing at which contamination is most likely to be detected.
This may include different sample types or matrices, i.e. a cell-free sample {e.g. cell culture supernatant,
virus seed) or a cellular sample {e.g. cell substrate/ cell bank). Unprocessed by (protein or viral harvest)
«can be cellular or cell-free. Biological r.cmdu.cls are tested for viral extraneous agents using general and
specific assays, with consideration of the origin, passage history, and reagents used for developing cell
banks or seed lots, as well as additional reagents and steps (e.g. purification or viral inactivation) used
during the manufacturing process. This will determine the choice of sample type and production stage
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Eu Umozliwia wykrywanie znanych i nowych
ropean czynnikdw wirusowych

Pharmac0poeia
Wprowadza genomowe podejscie do kontroli
Y bezpieczenstwa produktéw biologicznych

i

Wspiera przejscie z kontroli fenotypowej na
analize opartg na genomie
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Standaryzuje petny workflow HTS — od
przygotowania probki do analizy danych
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Projekt wykazat mozliwos¢ wdrozenia technologii HTS jako narzedzia'
tgczacego nowoczesng genomike z regulacyjng kontrolg jakosci -
= produktow biologicznych, wspierajgc rozwoj standardow farmakopealnych. 8
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