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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nizev projektu pokusi

Analytickd chemie smé&snych mikrobialnich infekci

Doba trvani projektu pokusi do 12/2021

Klicovd slova - maximdlné 5 Infekce, siderofory, zobrazovaci metody, hmotnostni spektrometrie
Utel projektu pokusi - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka
zakladni vyzkum

x | translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana pfirodniho prostfedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vy38i vzdélavani nebo odbornd piiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napr. feSené védecké neznamé nebo védecké &i klinické potteby)

Predmétem zajmu tohoto projektu je studium smésnych infekci ve zvifecich modelech. Smésné infekce piedstavuji
zésadni analyticky problém pro kazdou mikrobiologickou laboratof. Za pouZiti citlivé a vysoce hmotnostn& rozlisené
spektrometrie chceme monitorovat rozvoj a lé¢bu smésnych infekei zpisobenymi riiznymi plisnémi a bakteriemi ve
zvifecich modelech.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vadem v&édnim oboru
nebo jaky ptinos by z néj &lovEk & zvifata mohli mit)

Ke studiu smésnych infekci budou vyuziviny specifické mikrobialni metabolity — siderofory. Jejich produkci nebo
zastaveni tvorby jako nasledek antifungalni nebo antibakteridlni terapie budeme sledovat in vivo pomoci zobrazovacich
technik a metabolomické hmotnostni spektrometrie. Paralelné budeme sledovat vznik a zanik mikrobidlnich biofilmi
v plicni nebo svalové tkani, a to elektronovou a optickou mikroskopii a ziskané vysledky korelovat s hmotnostnd
spektrometrickym zobrazenim. Experimentalné analyticky projekt miZe mit pfimy dopad do lékaiské diagnostiky
(cysticka fibréza, chronické obstrukéni plicni nemoc).

Druhy a pFiblizné polty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Studie budou provadény na inbrednich laboratornich mysich a potkanech, max. 8-12 tydnd starych. V priibghu fedeni
projektu (2019-2022) planujeme pouzit cca 500 laboratornich mysi a 500 laboratornich potkanii. Toto mnoZstvi odpovida
naSemu projektovému planu a potiebé statistického zhodnoceni vysledki.

Jaké jsou o¢ekavané nezddouci u¢inky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloiend"bma
skonceni pokusu?

U planovanych studii se nepfedpokladd, ze by vyvolavaly u pokusnych zvitat utrpeni. Zvifata mohou pocitovat mirnou
kratkodobou bolest pfi vpichu injekéni jehly. Pfedpokladana mira zavaznosti predkladaného pokusu je mirna. Po ukon&enf
pokusu budou experimentalni zvifata humanné utracena. Utracend pokusnd zvitata budou uskladnéna v mrazicim boxu.
Eutanazie bude vykondna vykrvenim v celkové anestezii (plexu axillaris) a naslednym zlomenim vazu. Ovéfeni smrti
laboratorniho zvifete - trvale zastaveni krevniho ob&hu (pfiloZenim prstu na hrudni kost neni citit srde¢ni uder), zvife
nema dychaci pohyby (hrudni ko$ se neroztahuje), zvife méa fixované o&ni bulvy (o¢i se nepohybuji) a permanentni
rozsifeni o¢nich pupil (nereaguji na svételny podnét), vymizeni rohovkového reflexu (po jemném dotyku prstem na
rohovku uhynuté zvife nereaguje mrknutim).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivéni zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez pouZiti
zvifat.

Prokazani a¢innosti potenciglnich 1é¢iv je sou¢asti dokumentace pozadované regulaéni autoritou pro schvaleni klinického
hodnoceni a registraci lé¢iva. Nahrazeni zvifat v ramei tohoto projektu neni mozné z divodu sledovéani prib&hu
fungalnich a bakteridlnich infekei in vivo a nasledné analyze biologického materidlu (infek&ni tkaf, krev, mo¢) uréeného
ke studiu (identifikace a kvantifikace) nizkomolekularnich biomarkeri studovanych infekci. Alternativni metody pro
ovéfeni G¢innosti studovanych latek, které maji stejnou spolehlivost a vypovidaci hodnotu jako in vivo experimenty, nam
nejsou znamy a nenadli jsme je ani v moznych zdrojich (OECD, EURL ECVAM, European Pharmacopoeia) uvedenych v
| pokynech pro vypliiovani Zadosti o schvéleni projektu pokusii.

Omezeni pouzivani zvitat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvifat.

Budeme pouZivat minimdlni mnoZstvi zvifat na skupinu, které je nezbytné pro naslednou statistickou analyzu. Budeme
pouZivat inbredni kmeny zvifat.

pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecnd opatieni, ktera budou pfijata za u¢elem sniZeni Gjmy zpiisobené zvifatiim na minimum.

K provadénym experimentim budeme pouZivat inbredni kmeny laboratornich zvitat (laboratorni my3i - Balb/c, apod. a
laboratorni potkany — Lewis, apod.). Laboratorni my3i a potkani jsou standardné pouzivanymi experimentélnimi zvifaty
pro tento typ experimentu. Laboratorni zvifata budou denné monitorovéna kompetentnimi odborniky (vedouci projektu,




povéfena osoba, veterinarni lékaf nebo technik) a nebudou cilen¢ vystavena utrpeni. V pfipad¢ znaki morbidity se
zintenzivni Getnost kontrol zdravotniho stavu zvifat a v pfipadé moribundnich znaki budou zvifata z pokusu vyfazena a
humanné utracena. Experiment bude pferuden a zvifata utracena v pfipadé - ztraty télesné hmotnosti v rozsahu 25 %
pietrvavajici 7 dni, Gplné anorexii: doba trvani anorexie u malych hlodavci del3i nez 24 hodin, &astetné anorexii: v
pkipadé kdy ptijmem krmiva ziskava zvife méné neZ 50 % kalorické hodnoty po dobu 3 dni, slabosti/neschopnosti zvitat
ziskdvat krmivo nebo vodu trvajici dobu del3i nez 24 hodin. V3echny tkony, lé¢ba a eutandzie (dle OECD) jsou
vykonavané licencovanym veterinirnim Iékafem a osobami odborné zpisobilymi pro praci s laboratornimi zvifaty
majicimi pfislusné osvédeeni, dle zakona ¢. 246/1992. Experimenty budou probihat v souladu s dodrZovanim pravidla 3R.
S laboratornimi zvifaty se naklada dle pravidel uvedenych v zakonu & 246/1992 a vyhladce ¢. 419/2012, kde je jasné
vymezen zpiisob o nakladéni s laboratornimi zviraty.

Zoohygienické podminky: teplota prostiedi 20-24°C, relativni vihkost prostredi 40-70%, svételny rezim: 12 hodin svétlo a
12 hodin tma. Podminky jsou monitorovany 24 hodin denné a zaznamendavany a 1 hodina monitorovaci dstfednou MS5.
Vyména vzduchu 10-12x/ hodinu. Krmeni: kompletni krmni smés pro potkany a mys3i - ad libitum. Napajeni: kohoutkova
voda - ad libitum. Cidténi chovnych nadob: dle potfeby, nejméng 1x tydng. Cisténi a vyména pitka (cel4 lahev): Ix tydng.
Kontrola zdravotnfho stavu: denn&. Kontrola spotfeby krmiva, doplnéni vody a krmiva: denné.

Viichni pracovnici jsou odborné zpisobili pro praci s laboratornimi zvifaty a maji pfislusné osvédceni, dle zakona
¢.246/1992. Uzivatelské zafizeni je vyhovujici pro pfislusny druh a mnoZstvi pokusnych zvifat. Pravidelng jsou
vykonavané kontroly Krajskou veterinarni spravou.




