NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badania immunogennosci wybranych mezofilnych wykazujacych zdolno$¢ ruchu

bakterii Aeromonas reprezentujacych rdézne serogrupy, na pstragi tgczowe i karpie
2.Czas trwania projektu: 02.01.2021 — 30.12.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Aeromonas / serotypy / surowice / kroliki / ryby

Aeromonas / serotypes / antisera / rabbits / fish
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) E

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku
D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkéw 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Bakterie Aeromonas wywoluja powazne zaburzenia zdrowotne ryb. Przebieg choroby zwigzany jest z wiasciwosciami
bakterii, w tym ich serogrupg. Zwalczanie choroby obecnie polega na antybiotykoterapii, ktora staje sie obecnie mato
skuteczna. Dzigki zaplanowanym badaniom mozliwe bgda badania nad opracowaniem szczepionki zwalczajacej infekcje
Aeromonas. W tym celu analizie zostanie poddane zrdznicowanie strukturalne komponentéw komorkowych bakterii
Aeromonas, w zaleznos$ci od ich serotypu, a nast¢pnie ich wptywu na zdolnos¢ pobudzenia uktadu odpornosciowego ryb. Do
wykonania tych badan kluczowe jest uzycie poliklonalnych surowic odpornosciowych, ktore pozyskane beda od krolikow.
Korzysci uzyskane z przeprowadzonych dos§wiadczen wptynat na ochrong zdrowia ryb i ograniczg straty w ich hodowli.

W celu pozyskania swoistych surowic odpornosciowych kroliki, po 30-dniowej aklimatyzacji, poddane zostang immunizacji
bakteriami Aeromonas nalezacymi do roznych serotypow. Dzieki temu pozyskane surowice bedg unikatowe, specyficzne dla
danego serotypu Aeromonas. Tego typu wysoce specyficzne surowice nie sg dostepne komercyjnie. Szczepienia
wykonywane bedg w odstepach 6-dniowych. Po miejscowym znieczuleniu, z zyty brzeznej ucha krolika pobrana zostanie



krew, ktora postuzy do okreslenia miana przeciwciat. Po uzyskaniu odpowiednich wartosci, kroliki zostang znieczulone, a
nastepnie skrwawione, celem pobrania maksymalnej ilo$¢ krwi. Natychmiast po tym zabiegu nastapi usmiercenie zwierzat.
Ryby, po 14-dniowej aklimatyzacji zostang zaszczepione w kapieli ré6znymi antygenami, podanymi w réznych dawkach.
Kontrolg stanowi¢ beda ryby nie immunizowane. Po 2 miesigcach od szczepienia, po wczesniejszym znieczuleniu ryb,
pobrana zostanie krew celem oznaczenia miana przeciwcial. Po farmakologicznej eutanazji pobrane zostang rowniez tkanki i
narzady do dalszych badan.

Kategoria procedury do$wiadczalnej reprezentuje [PE40] Ochrona $rodowiska naturalnego w interesie zdrowia i dobrostanu
ludzi i zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

20 Krolik europejski rasa Nowozeland (Oryctolagus cuniculus)
500 pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss)

500 karp pospolity (Cyprinus carpio)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejagca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PubMed, Scopus oraz Web of Science (JCR).

Wykorzystatam nastepujace stowa kluczowe: Aeromonas/ serotypes / antisera / immunization / rabbits /
rainbow trout / common carp / vaccine

Przegladatam ponadto ksigzki dotyczace zagadnien zwigzanych z etiologig schorzen u ryb. Na
podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, Ze:

A. Nagromadzony materiat badawczy wskazuje na uzasadnione wykorzystanie gatunku krolik, pstrag
teczowy, karp w tym doswiadczeniu.

Opracowanie skutecznej szczepionki polega na przeprowadzeniu badah nad kluczowym jej sktadnikiem
czyli antygenem. W celu konieczne jest uzycie swoistych poliklonalnych surowic odpornosciowych,
ktére nie sa dostepne komercyjnie. Niezbedne jest wiec przeprowadzenie stymulacji uktadu
immunologicznego krolikow, aby surowice te pozyska¢ z krwi. Uzycie krolikow w doswiadczeniu
przeanalizowano w zestawieniu do innych zwierzat zdolnych do wytworzenia swoistych surowic
poliklonalnych, tj. k6z 1 owiec. Z uwagi na wielko$¢ tych zwierzat, a takze aspekty ekonomiczno-
logistyczne, zdecydowano si¢ na uzycie krolikow do przeprowadzenia doswiadczenia.

Sprawdzenie skutecznosci opracowanej szczepionki mozliwe jest tylko po przeprowadzeniu badan na
docelowym gatunku zwierzat. Dlatego w do§wiadczeniu uzyto karpi i pstragéw jako dwoch gatunkow, u
ktorych produkt ten bedzie stosowany.

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




B. Brak jest danych literaturowych dotyczacych badan nad réznymi komponentami komorki
bakteryjnej, ktore moga by¢ wykorzystane w przygotowaniu efektywnych szczepionek przeciwko
bakteriom Aeromonas u ryb.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. zbadanie wptywu roznych sktadowych komorki bakteryjnej Aeromonas nalezacych do roéznych
serotypow, na stymulacje¢ uktadu immunologicznego ryb

B. wprowadzenie profilaktyki zakazen mezofilnymi bakteriami Aeromonas, przez co ograniczone
zostang straty w chowie i hodowli pstragow i karpi w Polsce.

Proponowane doswiadczenie zostatlo zaprojektowane z mysla o efektywnej realizacji zasad zastapienia,
ograniczenia i udoskonalenia (tzw. zasada 3R — replacement, reduction and refinement).

1. Udoskonalanie

Zastosowane metody zostaly wybrane tak, aby ograniczy¢ do minimum albo wyeliminowaé bol,
cierpienie, dystres. W czasie wykonywania procedur zwierzgta bgda przebywaly pod opieka
doswiadczonego personelu, w §cisle okreslonych kontrolowanych warunkach w zakresie temperatury
otoczenia, temperatury wody, natlenienia wody, o$wietlenia, minimalnego poziomu hatasu oraz
wzbogacenia srodowiska. W ramach udoskonalenia procedur dla zwierzat (zarowno kroliki jak i ryby),
zapewniony zostanie fizyczny oraz wizualny kontakt miedzy zwierzeciem, natomiast kontakt z
eksperymentatorem zostanie ograniczony do niezbgdnego minimum. Czynnosci zwigzane zarowno z
przenoszeniem krolikow 1 pobieraniem od nich krwi, jak i odlowem oraz przenoszeniem ryb migdzy
pojemnikami, w tym réwniez pobranie krwi, bedg wykonywane w mozliwie najkrotszym czasie. Ma to
zminimalizowa¢ dystres, dyskomfort i niepokoj, ktérych doswiadczajg zwierzeta w czasie wykonywania
tych zabiegéw. Pobranie krwi od krolikow celem ich skrwawienia, zostang wykonane w znieczuleniu,
po czym natychmiast kroliki zostang poddane eutanazji przez dyslokacje krggéw szyjnych. Pobrania
krwi od ryb zostang wykonane w znieczuleniu, po czym ryby natychmiast zostang poddane eutanazji
przez przedawkowanie $rodka farmakologicznego. Zwierzgta beda znajdowaty sie pod stala kontrola
lekarza weterynarii

2. Ograniczenie

Liczba zwierzat w doswiadczeniu zostata ograniczona do najmniejszej, jaka jest mozliwa dla uzyskania
spojnych 1 powtarzalnych wynikow oraz mozliwosci przeprowadzenia wiarygodnej analizy
statystycznej. Krew pozyskana od krolikow postuzy do uzyskania takiej ilosci surowicy, ktora nie
bedzie wymagala przeprowadzenia tego typu doswiadczen przez dluzszy czas. Tkanki 1 narzady pobrane
1 zabezpieczone ryb, a takze surowica krolicza wykorzystane zostang w innych do§wiadczeniach.

Celem ochrony ryb przed zachorowaniem stosowane sg rézne preparaty immunologiczne, w tym
szczepionki. Na podstawie przegladu literatury wybrano najbardziej odpowiednie stezenia zawiesiny
bakterii, w ktorych zostang wykapane ryby. Prowadzony przeglad literatury przyczynit si¢ zatem do
wybrania najczesciej stosowanego stezenia preparatu 1 dzigki temu do ograniczenia liczby zwierzat
uzytych w do$wiadczeniu. Ponadto, w kazdym z punktéw planowanego do$wiadczenia uzyta zostanie
odpowiednia, statystycznie istotna liczba ryb, umozliwiajgca uzyskanie rzetelnych wynikow.

3. Zastapienie

Planowane badania wymagaja wnioskowania w odniesieniu do catego organizmu, stad nie mozna w
nich zastosowa¢ metody wykluczajacej wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych. Nie mozna
zastosowa¢ metody badawczej zapewniajacej osiggniecie celu niniejszego doswiadczenia bez




wykorzystania zwierzat doswiadczalnych. Jedynie przeprowadzenie zaplanowanych badan na
zwierze¢tach pozwoli na wyprodukowanie swoistych przeciwcial odpornosciowych, zaréwno przez
kroliki, jak 1 ryby. Dzigki tym badaniom mozliwe bedzie poznanie 1 okreSlenie wybranych
komoérkowych elementdw bakterii Aeromonas nalezacych do réznych serotypdw i zbadanie ich wplywu
na pobudzenie uktadu odpornosciowego ryb czego efektem koncowym bedzie opracowanie szczepionki.
Przeprowadzenie zaplanowanych badan nie jest mozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro, m. in.
hodowli tkankowych. W opracowanym projekcie doswiadczenia, racjonalne i praktyczne jest
wykorzystanie narzadoéw i tkanek zwierzat. Pozyskane surowice odporno$ciowe od krolikow postuza do
przeprowadzenia wielu innych analiz laboratoryjnych, zapewniajgc materiat do badan na wiele lat.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

0 XNIE

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




