NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Biologiczne badania efektywno$ci 1 bezpieczenstwa terapii fagowej na modelu zakazen kurczat

wywolanych szczepami Salmonella

2.Czas trwania projektu 23.09.2019-31.12.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): bakteriofagi, terapia fagowa, patogeny drobiu, Salmonella
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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Wobec faktu nadmiernego uzywania antybiotykow prowadzacego do powstania bakterii lekoopornych
priorytetem jest poszukiwanie innych metod ich zwalczania. Jedng z nich niewatpliwie jest fagoterapia.
Celem badan jest sprawdzenie skutecznos$ci oraz bezpieczenstwa terapii preparatem zawierajagcym fagi
przeprowadzonej u kurczat zakazonych Salmonella Typhimurium. Kurczeta w liczbie 160 sztuk
podzielone zostang na 8 grup po 20 ptakow kazda. Grupa 1 bedzie kontrola negatywna (ptaki nie
zakazone bakteriami patogennymi, nie otrzymujace preparatow fagowych ani antybiotykow;
otrzymywac beda roztwor soli fizjologicznej przez caty okres trwania eksperymentu. Grupa 2 bedzie
otrzymywac¢ preparat fagowy i nie bedzie zakazana (grupa kontrolna 2). Grupa 3 bedzie kontrolg
pozytywna (Kurczeta zostang zakazane Salmonella Typhimurium i otrzymywac beda przez okres
eksperymentu roztwér soli fizjologicznej). Kurczeta z grup 4-8 zostang zakazone Salmonella
Typhimurium, przy czym grupy 4 i 5 otrzyma dwa rézne antybiotyki przez 5 dni (grupa 4—kolistyne, a
grupa 5-enrofloksacyne). Grupa 6 otrzymywaé bedzie codziennie preparat fagowy. Grupa 7 otrzyma
preparat fagowy 2 dni po wykryciu bakterii w odchodach, natomiast grupa 8-po 4 dniach. Co 2 dni
analizowane beda odchody kurczat pod katem obecnosci testowanych bakterii i bakteriofagéw. Po




uptywie 14 dni podawania fagdw, potowa kurczat bedzie poddana eutanazji celem pobrania probek do
dalszych analiz. U pozostatej potowy kurczat badana bedzie obecnosé¢ bakterii i fagow w odchodach
przez kolejne 2 tygodnie w celu sprawdzenia czy wystepuja zakazania wtorne lub nosicielstwo. Przez
ten okres ptakom nie bedg podawane zadne preparaty. Nastepnie ptaki zostang poddane eutanazji w celu
pobrania narzadow do dalszych analiz.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Kura domowa (Gallus gallus domesticus), 160 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

PUBMED; _Google Scholar; _ AGRICOLA; Web of Science (JCR)
Wykorzystatem nastgpujace stowa kluczowe:

bakteriofagi, terapia fagowa, patogeny drobiu, Salmonella
Zastapienie:

Genomy fagow jakie beda uzyte w doswiadczeniach na ptakach zostaty zsekwencjonowane (nie niosa
genow toksyn ani gendow opornosci na antybiotyki oraz genéw odpowiedzialnych za wbudowywanie
faga do genomu gospodarza), zostaly scharakteryzowane pod wzgledem biochemicznym i
molekularnym zatem sg bezpieczne dla zwierzat i ludzi.

Wykonano do$wiadczenia laboratoryjne typu profil lizy komoérek bakteryjnych oraz one step-grow w
celu sprawdzenia skuteczno$ci dziatania testowanych bakteriofagéw na hodowlach ptynnych serowaru
Salmonella Typhimurium. Testowane fagi wykazuja duza skuteczno$¢ w lizie testowanego szczepu
Salmonella. Sprawdzono rowniez zdolnos$¢ fagow do eliminowania biofilméw (sg to struktury wyzszego
rzedu jakie tworza bakterie patogenne i nie tylko, celem przetrwania niekorzystnych warunkéw
srodowiska zewnetrznego) jedno 1 wielogatunkowych. Biofilmy wielogatunkowe tworzg si¢ w jelitach
wszystkich zwierzat oraz czlowieka. Testowane bakteriofagi wykazaly wysoka skuteczno$¢ w
eliminowaniu Salmonella Typhimurium z biofilmu jedno i wielosktadnikowego, pozostawiajac
nienaruszone inne sktadniki biofilmu.

Swiadczy to o ich wysokiej swoistosci oraz wskazuje, ze po zastosowaniu fagéw do zwalczania
konkretnego serowaru Salmonella pozostata flora bakteryjna pozostanie nie zmieniona. SprawdziliSmy
toksycznos¢ lizatow fagowych na komorkach ludzkich fibroblastow skory (hdfA) w tescie MTT na
zywotno$¢ komorek. Testowane lizaty fagowe uzyte w mianie, jak w planowanym eksperymencie na
ptakach, nie wykazaly cech toksycznosci. W zwiazku z powyzszym w warunkach laboratoryjnych
uzyliSmy wszystkie mozliwe modele badawcze w celu sprawdzenia bezpieczenstwa fagéw w terapii.
Aby potwierdzi¢ bezpieczenstwo 1 skutecznos¢ terapii fagowej w zwalczaniu infekcji bakteryjnych
koniczno$cig staje si¢ przetestowanie ich na zwierzetach.

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




Nie ma mozliwosci zastgpienia zywych zwierzat innym modelem badawczym.
Ograniczenia:

Liczba zwierzat w grupach zaplanowanych do badan zostata zredukowana do niezbednego minimum
umozliwiajagcego uzyskanie rzetelnych wynikéw. Podyktowane jest to dotychczasowym
doswiadczeniem oraz wyliczeniami statystycznymi opartymi na analizie wielkosci proby z
wykorzystaniem testu analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA. Dalsze ograniczenie liczby
osobnikéw w grupie i liczby grup uniemozliwiloby otrzymanie wiarygodnych wynikow, gdyz wplyw
cech osobniczych moze by¢ znaczacy. Dalsze ograniczenie liczby zwierzat doprowadzitoby do
uzyskania wynikéw nieistotnych statystycznie a tym samym narazitloby zwierzgta na niepotrzebne i
bezzasadne uzycie.

Wykonawca posiada duze doswiadczenie w technikach i metodach do$wiadczalnych. Powoduje to, ze
kazde z zaplanowanych w dos$wiadczeniu zwierzat zostanie w peini wykorzystane do uzyskania
wiarygodnych wynikow.

Usprawnienia:

W celu sprawdzenia skutecznosci terapii fagowej w zwalczaniu infekcji bakteryjnych u drobiu
rozwazano podanie bakteriofagow, antybiotykdéw czy soli fizjologicznej, rozpuszczonych w wodzie, aby
zminimalizowa¢ kategori¢ dotkliwos$ci procedur dla ptakéw. Niestety taka ewentualno$¢ nie dalaby
mozliwosci dokladnego okre§lenia dawki preparatu jakie ptaki spozyly i jakie miano fagow jest
najbardziej skuteczne w terapii. Uzyskano by w ten sposob informacj¢ ogoélng czy preparat dziala czy
tez nie. Wobec tego faktu nalezatoby eksperyment powtoérzy¢, dlatego zdecydowano si¢ przeprowadzi¢
go jak opisano powyzej. Informacja o dawce preparatu jaka nalezy uzy¢ jest niezwykle wazna z punktu
widzenia producenta preparatu i lekarza weterynarii. Grupy doswiadczalne ptakow beda od siebie
oddzielone, co nie stworzy mozliwosci kontaktu i zafalszowania wynikéw, bowiem bakteriofagi tatwo
przenosza si¢ w raz z powietrzem. Zwierzgta beda przebywaty w kontrolowanych warunkach. Dzigki
wieloletniej praktyce osob uczestniczacych w do$wiadczeniach mamy pewnos$é, ze zaplanowane
procedury zostang wykonane sprawnie, szybko i przy minimalny bolu i dyskomforcie zwierzat.
Dos$wiadczenia zostang przeprowadzone w warunkach i w sposob ograniczajacy do minimum stres oraz
cierpienie zwierzat. Po zakonczeniu doswiadczen zwierzgta zostang poddane eutanazji w sposob
humanitarny i catkowicie eliminujacy stres (komora COy).

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 NIE

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




