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prilikom prodiranja intektivne licinke Anisakis sp. kroz sluznicu |
probavila Stakora. Cesto  popracenog upalnom  reakcijom  u |
homeotermnom domaéinu (3takoru. dupinu ili covjeku), sto ée pruziti |
odgovore na mpoga epidemioloska pitanja vezana za mkkupul
licinkama roda Anisakis. Ovo istrazivanje bi po prvi puta primijenilo l
metodologiju sekvencioniranja nove generacije u Kontekstu Anisakis |
epidemiologije. Sto je u skladu s najnovijim trendovima u |
molekularnoj biologlji i parazitologiji. L
Koje su pmencu'ﬂm prcdnnsnza kUJe Saznanja koja bi se stekla Kkoristenjem wanskriptomike i nove
Je vierojatno da proizlaze iz ovog generacije sekvencioniranja bi pruzila uvid u putove infekcije |
pt'o_iui\'_tau’udu_) _""”“"3""""_”"‘f’::"’_!?’.” A homeotermnoy domacding. i slozenu interakeiju izmedu domacina i
”HW”-‘}_"‘?‘,WI;"I_Aqk()_b”d‘}_”‘i:f_"m”w nametnika, Ovo istrazivanje bi moglo predstavijati kljueni korak za |
mogh imati Koristi od projekia). o R e L i T |
buduéi razvoj ciljanih terapeutika u sluCaju zaraze nametnihom roda

snanstvene nepoznanice (i shansivene
ili klinicke potrebe).

‘ Arisakis u Covieka,

Koje vrste i1 priblizni broj Zivotinja se Planira se koristiti Spl‘a”ur. Da\!.h.\ zenke Stakora (Rattus norvegicus),

ocekuje da ¢e se koristiti. mase 250 grama. Za preliminarno istrazivanje planira se koristenje po

tri zivotinje za svako predvideno uzorkovanje (nakon 6, 12, 24, 72 i 96

sati). a iz literature je utvrdeno da pojedina Zivotinja mase od 250

grama moze biti zarazena sa 10 licinki nametnika (Zuloaga et al.,

| 2013; Jeon i Kinn 2015). Ukupan planirani vszorak za preliminamo |
i istrazivanje je 18 Zivotinja te kasnije tokom provodenja pokusa |
moZzemo smanjiti ili povecati broj uzorkovanja s obzirom na rezultate |
dobivene u preliminarnom istrazivanju. U finalnom pokusu planiramo |
imati 36-42 Zivotinje, Sto uklju¢uje i skupinu Koristenu za preliminamo

istiadivanis NS ERNES SN T e e l
Prvo je neophodno utvrditi tocno veijeme (u h) prodiranja licinke kroz ‘
sluznicu probavila nakon uvodenja infektivnih li¢inki Anisakes sp. u |
probavilo Stakora  gastricnom  sondom,  odnosno  to¢no  yrijeme |
spiralizacije li¢inke na povrdinu visceralnih organa nakon prodiranja, |
U finalnom pokusu. zivotinje ¢e se ponowvno pokusne inficirati, t
Zrivovali u prethodno odredenim veemenskim razdobijima (prodiranje. |
spiralizacija), a njihova tkiva i izolirane licinke ¢e se po usmrcéivanju |
uzorkovati u svrhu pripreme za RNA sekvencioniranje. kao 1 m]
histolosku, IHC 1 TEM pretragu. ]
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! Zivotinjama. Sto su ocekivani negativai
ucinci na zivolinjama. vjerojatna
o¢ekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja’
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i 1. Zamjena Zivotinje su potrebne kako bi se mogle ustanoviti genska ekspresija |
| Navedite zaSto se moraju koristiti licinke u homeotermnom domaéinu, odnosno genska ekspresija |
[ Zivotinje te zasto se ne mogu Koristiti
L

{ domacina u zarazenom tkivu. Licinke se ne mogu uzgajati u modelima J

lzdanje 1., 2013.




| Zivotinje.

alternativne metode koje ne ukljuéuju

Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo | sigurnost hrens

linija stanica. niti se tako moze simulirat infekeija,

i 2. Smanjenje
| Objasnite kako moze biti osigurano

| koristenje minimalnog broja zivotinja,

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zadto su
koristem zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opce mjere koje ce s¢
poduzeti kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje.

lzdanje 1., 2013.

tzracunat je minimalan broj potrebnih Zivotinja. s obzirom na |
uzorkovanje thiva u svrhe RNA sekvenciranja, edje su neophodne tri
replike po stanju. i histologije (klasicne. IHC. TEM).

Sprague Dawley Zenke Stakora c¢e se Koristiti jer su prethodna |

istrazivanja utvrdila da najbolje podnose pokusnu manipulaciju i

infekciju Auisakis sp. Pregledom recente literature odlucili smo se za

zivotinjski model Stakora jer se sve desée koriste za intekeiju
nametnicima orogastricnim putem (pr. Zuloaga et al., 2013: Romero et
al.. 2013; Jeon i Kim, 2015), te se korisie kao modelni organizam za

imuncloshi odgovor covieka. lako je u istu svrhu u upotrebi i misji
model. Koristenje vede Zivotinje ce nam omoguditi infekciju pojedine
zivotinje s vecim brojem nametnika i smanjiti ukupni broj Zivotinja
Koje je potrebno Zrtvovati. Tilckom pokusa infekcije, zenke Stakora ¢e
biti anestezirane kako bi se sirah, bol i patnja sveli na minimum,

Prilikom uzorkovanja. pokusno inficirane zivotinje nametnikom. ce se
usmrtiti  predoziranjem anestetikom u gore navedenim vremenskim
intervalima.

Eksperimentalne tehnike se temelje na nacelu poboljsanja tako da se |

moguc¢a bol, patnja, tieskoba il trajno  oStecenje  uzrokovano
zivotinjama ukloni ili smanji na najmanju mogucu mjeru. Zivotinje ce
se prije intubacije anestezirati mjeSavinom anestetika i analgetika |
(Xylapan. 5-10 mgkg | Ketaminol. 50-100 mg/ke. i.p.). te¢ ce se
njegovo djelovanje provjeriti putem testa refleksa Stipanja noznih
prstiju (toe pinch reflex ili pedal withdrawal reflex). Ako Zivotinja na
test reagira refleksom, dodati ¢e se odgovarajuca dodatna doza |

]
Ketaminola (do 50-100 mg kg hako bi se uspostavila razina ancstezije !'
koia ne uzrokuje refleks. Usmrcivanje ¢e se provesti administracijom ]
prevelike doze anestetika ( ~130 mykg Ketaminola) te ce se dodatno :
napraviti dekapitacija kako bi se utvrdio nastanak smni, Uzimanje
uzoraka tkiva se planira nakon potvrde nastanka smrti zivotinje. kako
bi zivotinje bile postedene patnje.




