NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Ocena wptywu enterotoksyn gronkowcowych SECepi | SEL¢pi na fizjologie
jelit

2.Czas trwania projektu 03.11.2020-30.03.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) toksyny gronkowcowe, efekt biologiczny, higiena zywnosci
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Doswiadczenia opisywane we wniosku wchodzg w zakres badan projektu badawczego NCN OPUS.
Gtéwnym celem naukowym projektu jest zbadanie czy gronkowiec koagulazoujemny S. epidermidis
zdolny do wytwarzania ortologéow toksyn SEC oraz SEL S. aureus, nazwanych SECepi oraz SELepi
(Madhusoodanan i wsp. 2011) stanowi realne zagrozenie w kontekscie mikrobiologii zywnosci i
ochrony zdrowia konsumenta. Enterotoksyny gronkowcowe wytwarzane przez Staphylococcus aureus
sg przyczyng gronkowcowych zatru¢ pokarmowych. Ze wzgledu na zdolnos¢ do stymulacji limfocytéw
T enterotoksyny sg takze czynnikami wielu jednostek klinicznych (Hennekinne i wsp. 2012). Zgodnie z
rozporzgdzeniem (WE) nr 1441/2007, wybrane produkty spozywcze sg badane w kierunku
enterotoksyn gronkowcowych tylko wtedy, gdy stwierdzi sie w nich obecnosé gronkowcéw
koagulazododatnich, do ktérych nalezy S. aureus. Fakt, ze rowniez gronkowce koagulazoujemne moga
posiadaC geny enterotoksyn ujawniono stosunkowo niedawno. Ze wzgledu na niewielkie roznice w
budowie aminokwasowej pomiedzy obiema toksynami produkowanymi przez S. epidermidis a ich
odpowiednikami produkowanymi przez S. aureus nie mozna stwierdzi¢, ze posiadajg one podobng
biologiczng aktywnosé. Aktywnos¢é biologiczna oraz stabilnosé enterotoksyn gronkowcéw
koagulazoujemnych nie jest obecnie znana. W celu wyjasnienia powyzszych zagadnien
planowane jest zbadanie efektu biologicznego enterotoksyn gronkowcéw koagulazoujemnych w




postaci zdolnosci do wywotywania biegunki i wptywu na uktad immunologiczny jelit. Niestety nie
mozna przeprowadzi¢ tego typu doswiadczenia in vitro (brak mozliwosci rezygnacji z modelu
zwierzecego). Mysz domowa jest gatunkiem stosunkowo niewrazliwym na dziatanie enterotoksyn
gronkowcowych. Dawki toksyn zostaly dobrane w taki sposob aby wywotaé efekt na poziomnie
tkankowym , jednoczesnie dane literaturowe sugerujg, ze nie sg one letalne dla zwierzat. W trakcie
eksperynentu zwierzeta mogg odczuwaé dyskomfort ze strony uktadu pokarmowego. Po podaniu
enterotoksyn stan kliniczny zwierzat, ich waga, pobor paszy oraz wody, a takze morfologia i ilo$¢
odchoddéw bedg monitorowane

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do eksperymentu zostanie przeznaczonych 60 myszy szczepu BALB/c (7-8 tygodniowe samice). Jest to

najmniejsza liczba gwarantujgca statystyczng istotnos$¢ uzyskanych wynikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Planujac do$wiadczenie przeprowadzono analize¢ dostgpnej literatury (PUBMED, Google Scholar)
celem weryfikacji czy takowe badania nie zostaty juz przeprowadzone. Proponowane badania sg w pelni
oryginalne, obejmuja nowe, nie opisane w literaturze antygeny i wnosza nowg wiedz¢ w dziedzinie
badan nad zakazeniami bakrerii z rodziny Staphylococcus.

W projekcie zastosowano zasade 3R:

1. zasada zastgpienia
Wstepna analiza zostata przeprowadzona w testach in vitro, zbadano cytotoksycznos¢ i immunogenno$é
uzywanych biatek wobec ludzkich PBMC (badania przeprowadzono w zespole dr Keun-Seok Seo w
Mississippi State University, USA).
Dawki biatek wywotujace zmiany w jelicie myszy zostaly oszacowane na petlach jelitowych myszy
poddanych eutanazji ze wzgledu na nadwyzki hodowlane.
Efektywne stezenia inhibitoréw zostaly zmierzone in vitro przy uzyciu trypsyny (SIGMA-ALDRICH)
oraz pepsyny (SIGMA-ALDRICH) w trakcie ograniczonej proteolizy biatek rekombinowanych.
Nie mozna jednak zastapi¢ zwierzat w ocenie zdolnosci do wywolywania biegunek przez
niescharakteryzowane dotad enterotoksyny (nie da si¢ osiggnaé celu bez wykorzystania zwierzat), a w
szczeg6lnosci w badaniu ilosci 1 morfologii produkowanego katu oraz wplywu na kliniczny stan
zwierzat.

2. zasada ograniczenia
W ustalaniu liczebno$ci grup badanych kierowano si¢ minimalng iloscig zwierzat dla osiaggnigcia celu
doswiadczenia i wymaganej istotno$ci. Co wiecej, badania wstepne przeprowadzone in vitro pozwolity
na zawezenie ilosci stosowanych stgzen toksyn.

1 Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




3. zasada udoskonalenia
Planujac eksperyment ograniczono do niezbednego minimum czynnos$ci mogace wywota¢ dystres u

badanych zwierzat (zmniejszono liczbe przyzyciowych pobran krwi do dwoch). Zwierzeta beda
utrzymywane w standardowych warunkach, ze swobodnym dostepem do karmy i wody. Wszystkie
czynnosci prowadzone beda przez przeszkolonych wykonawcoéw, posiadajacych wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Zwierzeta beda znajdowaly sie pod statg kontrolg lekarza

weterynarii. Po zakonczeniu procedury zwierzeta zostang natychmiast poddane eutanaz;ji.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



