NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Opracowanie modelu infekcyjnego oraz badanie odpornosci i odpowiedzi
immunologicznej podczas zakazenia tilapii nilowej (Oreochromis niloticus), pstragga teczowego
(Oncorhynchus mykiss) oraz potokowego (Salmo trutta) wirusem TiLV.

2.Czas trwania projektu: 12 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Tilapia nilowa, pstrag teczowy, pstrag potokowy, TiLV,
odpowiedz immunologiczna

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A. Badania podstawowe

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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkoéw 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.

Choroby wirusowe stanowig najwieksze zagrozenie W chowie i hodowli ryb. Czgsto powodujg one
masowe $nigcia ryb hodowlanych stanowig istotny problem dla akwakultury a nawet bezpieczenstwa
zywnos$ciowego na $wiecie. Obecnie wsérod wirusow  infekujagcych  ryby  najszybciej
rozprzestrzeniajgcym si¢ wirusem jest Tilapia Lake Virus (TiLV). Wirus ten jest powaznym
zagrozeniem dla tilapii nilowej (Oreochromis niloticus), ryby o duzym znaczeniu ekonomicznym.
Wirus powodujac duze straty hodowlane znacznie ogranicza produkcje tej ryby w szeregu krajow np. w
Tajlandii. Wirus rozprzestrzenit si¢ juz na co najmniej 4 kontynentach (Azja, Afryka, Potnocna i
Potudniowa Ameryka), prace nad szczepionkami sa prowadzone aczkolwiek ich dostepno$¢ jest
ograniczona wzgledami finansowani oraz prawnymi. Niewiele jest takze wynikow pokazujacych
zroznicowanie odpornosci réznych linii hodowlanych tilapii oraz podatnosci na zakazenie ryb
hodowanych w Europie.

Gloéwnym celem projektu jest opracowanie modelu infekcyjnego oraz badanie odpornosci i odpowiedzi
immunologicznej podczas zakazenia réznych linii hodowlanych tilapii nilowej (Oreochromis niloticus),
wirusem TiLV, oraz zbadanie podatnosci pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss) oraz potokowego
(Salmo trutta) na zakazenie wirusem TiLV w r6znych temperaturach.

Wyniki pozwola wytypowac najbardziej odporna linie hodowlana tilapii, ktéra moglaby by¢ uzyta w
programie hodowlanym, ktory ograniczytby zagrozenie dla produkcji tilapii na $wiecie. Wyniki z
badania odpowiedzi immunologicznej beda uzyte do poznania w jaki sposoéb ryby z linii o
zroznicowanej odpornosci bronig si¢ przed zakazeniem TiLV i jaka odpowiedz musi by¢ wyzwolona
zeby ryby przezyty zakazenie. Wyniki z zakazen pstraga teczowego oraz potokowego maja pokazac




czy przy zwigkszajacych si¢ temperaturach wod powierzchniowych w Europie istnieje zagrozenie dla
tych gatunkow ze strony TiLV.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek: Tilapia nilowa (Oreochromis niloticus); linia Dresden : 280 szt.
Gatunek: Tilapia nilowa (Oreochromis niloticus); linia EIMolo: 280 szt.
Gatunek: Tilapia nilowa (Oreochromis niloticus); linia Mansala: 280 szt.
Gatunek: pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss): 240 szt.

Gatunek: pstrag potokowy (Salmo trutta): 240 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych: PubMed, ScienceDirect, Web of Science, Google Scholar.

Wykorzystatem stowa kluczowe: TiLV, Nile tilapia, rainbow trout, brown trout, resistance,
susceptability, innnate immune responses, adaptive immune responses

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze nie badano podatno$ci wytypowanych
linii tilapii nilowej na zakazenie TiLV. Istnieje jedna publikacja badajaca bardzo ograniczona liczbe
gendéw kodujaca odpowiedz immunologiczna tilapii nilowej podczas zakazenia poprzez iniekcje
dootrzewnowa. Nie ma badan nad odpowiedzia $luzowki tilapii z roéznych linii hodowlanych na
zakazenie TILV.

Ponadto, model infekcji pstraga teczowego i pstraga potokowego z wykorzystaniem wirusa TiLV nie
byt opisany. Nie ma danych na temat podatnosci tych gatunkow ryb na zakazenie TiLV. Nie badano
ekspresji genow kodujacych wybrane biatka wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej ryb
tososiowatych na zakazenie wirusem TiLV.

W proponowanym wniosku uwzgledniono zasade¢ 3 R:

Replacement - zasada zastgpienia b¢dzie spetniona poprzez nast¢pujace dziatania:

Czgs¢ badan nad zakazeniem TiLV, zostala wstepnie wykonana na modelu in vitro z wykorzystaniem
linia komoérkowych ZF4, SJD.1 (danio pregowanego), KFC (karpia pospolitego), E11 (we¢zoglow),
RTG-2 i RT-Gill (pstraga tgczowego) pochodzacy we wspotpracy z dr Krzysztofem Rakusem
(Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw) z dr Mikotajem Adamkiem (Uniwersytet Medycyny
Weterynaryjnej, Hanower) przeprowadzonych w roéznych temperaturach (15°C, 20°C, 23°C, 25°C).
Ponadto badano replikacje wirusa i odpowiedz immunologiczna w eksplantach watroby, skrzeli i mézgu
w punktach czasowych 1 dni, 3 dni, 5 dni i 8 dni po zakazeniu TiLV w warunkach in vitro. Dzigki tym
badaniom udato si¢ odpowiednio dobra¢ punkty czasowe oraz ograniczy¢ ilos¢ temperatur, w ktorych

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




badane begdzie zakazenie pstragow. Do badan wybrano gatunek krggowca o mozliwie najnizszym
poziomie rozwoju oraz zdolno$ci odczuwania bodlu i cierpienia. Nie ma mozliwosci catkowitego
zastgpienia zywych zwierzat innym modelem badawczym, poniewaz badany wirus infekuje ryby.

Reduction - zasada zmniejszania/ograniczenia b¢dzie spelniona poprzez nastgpujace dziatania:

Liczba zwierzat w grupach zaplanowanych do badan zostata zredukowana do niezbednego minimum
umozliwiajgcego uzyskanie rzetelnych wynikéw badan. Wynika ona z dotychczasowego doswiadczenia
badaczy oraz wyliczen statystycznych opartych na analizie wielkos$ci proby z wykorzystaniem testu
analizy dwuczynnikowej wariancji ANOVA) i dalsze ograniczenia liczebno$ci osobnikow w grupie i
liczby grup uniemozliwitoby otrzymanie wiarygodnych wynikow, gdyz wptyw cech osobniczych na
zakazenie wirusem moze by¢ znaczacy, co zostalo uwzglednione w czasie projektowania
doswiadczenia. Dalsze ograniczanie liczby zwierzat doprowadziloby do niepowodzenia doswiadczenia,
a tym samym narazitoby zwierzg¢ta na niepotrzebne i bezzasadne ich uzycie.

Konstrukcja doswiadczenia pozwala na ograniczenie do niezbednego minimum ilosci zwierzat. Ryby
zakazone poprze iniekcje wykorzystane zostang do zakazenia ryb w kohabitacji.

Wykonawcy posiadaja duze, udokumentowane publikacjami, do§wiadczenie w technikach i metodach
doswiadczalnych co powoduje, ze kazde z zaplanowanych w do$wiadczeniu zwierzat zostanie w pelni
wykorzystanie do uzyskania wiarygodnych wynikow. Poza tym tkanki pobrane i zabezpieczone od
zwierzat w doswiadczeniu postuza najprawdopodobniej w kilku kolejnych badaniach naukowych, ktore
z tego powodu nie beda juz wymagaly dalszego uzycia zwierzat.

Refinement - zasada udoskonalenia bedzie spetniona poprzez nastepujace dziatania:
W czasie przeprowadzania eksperymentu ryby beda przetrzymywane w kontrolowanych warunkach,
ktore znacznie przewyzszaja minimalne normy hodowli dla tego gatunku.

Opisane w doswiadczeniu czynno$ci sa standardowymi czynno$ciami wykonywanymi w wielu
ofrodkach naukowych na calym $wiecie. Wykonujacy maja duze doswiadczenie w badaniach z
wykorzystaniem ryb w tym w czynnosciach opisanych we wniosku. Dzigki wieloletniej praktyce
potrafiag przeprowadza¢ opisane procedury w sposob bardzo sprawny oraz przy minimalnym bolu oraz
stresie.

Planowane jest zbadanie przyblizonej smiertelnosci a nie faktycznej smiertelnosci kumulatywnej dzigki
temu, ryby zostang usunicte z eksperymentu poprzez decyzje o humanitarnym zakonczeniu procedury
co ograniczy bol i stres zwigzany z agonia.

W ramach czynno$ci doswiadczalnych zaplanowana anestezja jest standardowg procedurg w przypadku
ryb i liczne badania naukowe potwierdzaja jej skuteczno$¢ oraz brak negatywnego wplywu na zwierze.

Dos$wiadczenia zostang przeprowadzone w warunkach i w sposob ograniczajacy do minimum stres oraz
cierpienie zwierzat. Po zakonczeniu doswiadczenia zwierzeta zostang poddane eutanazji w sposob
humanitarny 1 catkowicie eliminujacy stres, poprzez przedawkowanie srodka anestetycznego.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna®
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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

XNIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.



