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Influence of the health status of laboratory animals: mice and rats
on the credibility of research results

Summary

The study describes the influence of the health condition of laboratory animals used in experiments on the
credibility and repeatability of research results obtained. It also presents a classification of animals into health
categories depending on their microbiological purity: germ-free animals, specific pathogen-free animals and
conventional animals. Detailed conditions which have to be fulfilled by animal quarters with a sanitary-
-hygienic barrier in order to keep specific pathogen-free animals (SPF) are also discussed. Moreover, the
study describes general rules compliant with European standards for monitoring the health of laboratory
animals, including a detailed register of detected pathogens specific for mice and rats. Numerous pathways
of disease spread and their influence on the course of the experiment are pointed out. What is more, examples
of the influence of contamination on animal biology and the results of experiments are presented. The table
attached contains specific pathogens of mice and rats, which often significantly influence the course of
experiments and should be regularly monitored. Pathogens which may cause zoonoses in people are also

marked.
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Dynamiczny rozwo6j wspotczesnej wiedzy biomedycz-
nej w duzym stopniu mozliwy jest dzigki zastosowaniu
w eksperymentach naukowych modeli zwierzecych, glow-
nie myszy 1 szczuréw. Korzystanie z nich jest niezwykle
istotne dla zrozumienia biochemicznych 1 molekularnych
mechanizmow powstawania chorob, opracowywania no-
wych lekow oraz optymalnego post¢gpowania terapeutycz-
nego. Osiagnigcie takich celow jest kryterialne dla jakos-
ci modelu zwierzecego, ktory stanowi podstawowe na-
rzedzie pracy badacza. Dla zagwarantowania wiarygod-
nych wynikow do$wiadczen konieczne jest zapewnienie
zwierz¢tom wysokiego poziomu dobrostanu, ktorego od-
zwierciedleniem jest ich stan zdrowia. W zaleznos$ci od
zastosowanych w zwierz¢tarniach rozwiazan architekto-
nicznych, sprzgtowo-aparaturowych, odpowiednich pro-
cedur roboczych, pochodzenia zwierzat oraz kwalifikacji
personelu, w jednostkach utrzymywane moga by¢ zwie-
rzeta roznigce si¢ statusem zdrowotnym. Status ten ma
bezposredni wptyw na jako$¢ i wiarygodno$¢ badan wy-
korzystujacych w swoich procedurach zwierzeta. Zalezy
on od réznorodnych czynnikc')w biologicznych, migdzy
innymi bakterii, wirusow, grzybow, pasozytow, quqcych
czgsto naturalnym1 patogenami myszy i szczurdw, kto-
rych obecnos¢ nie zawsze manifestuje si¢ objawami kli-
nicznymi. Czgsto jednak podczas trwania eksperymentu,

mimo ze nie dochodzi do ujawnienia si¢ czynnej postaci
choroby, samo zakazenie moze zaburza¢ parametry bio-
logiczne zwierzgcia. Ponadto oczywiste jest, ze rozwija-
jaca si¢ w trakcie procedury doswiadczalnej choroba za-
kazna réwniez uniemozliwia wtasciwa interpretacje wy-
nikow. Pomimo tego, ze niezwykle istotne wydaje si¢
zapewnienie wysokiej jakosci mikrobiologicznej zwierzat
doswiadczalnych, w polskim $§rodowisku naukowym na-
dal obserwuje si¢ brak swiadomosci dotyczacej korelacji
stanu zdrowotnego zwierzat laboratoryjnych z prawidto-
wym przebiegiem do$wiadczen i wiarygodnoscia otrzy-
mywanych wynikéw. Niewiedza ta ma rowniez nierozer-
walny zwiazek z lamaniem zasad zastapienia, ogranicze-
nia i udoskonalenia — tzw. zasady 3R (Replacement,
Reduction and Refinement), ktorych jedno z zatozen
dotyczy zminimalizowania liczby zwierzat uzywanych
w do$wiadczeniach. To whasnie dzigki ujednoliceniu ich
stanu zdrowotnego poprzez regularny monitoring stanu
zdrowia, mozna zmniejszy¢ liczebno$¢ grup doswiadczal-
nych (9)

Kategorie zdrowotne zwierzat

Zwierzeta laboratoryjne w zaleznosci od ich statusu
rmkroblologlcznego 1 mozliwos$ci wykorzystania do ba-
dan dzieli si¢ na nastgpujace kategorie zdrowotne:
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» Zwierzgta bezbakteryjne — GF (germ free).

Pozbawione sa wszelkich wykrywalnych form zywych
organizmow. Hodowane sa w specjalnych izolatorach,
ktore zapewniaja jatowe warunki 1 catkowita izolacjg od
srodowiska zewnetrznego. Sa dobrym modelem do ba-
dan nad etiologia i leczeniem chor6b zakaznych oraz pro-
dukcji szczeplonek Zwierzeta te, charakteryzujac sie bar-
dzo niskim poziomem przeciwcial, znajduja szerokie za-
stosowanie w badaniach immunologicznych (4, 8).

» Zwierzgta wolne od specyficznych patogenéw — SPF
(specific pathogen free). Nie posiadaja okreslonych, swo-
istych, drobnoustrojow chorobotwoérczych, patogennych
dla danego gatunku zwierzat. Utrzymywane sa w specjal-
nych warunkach, wymagajacych wysokiego rezimu sani-
tarnego, za bariera sanitarno-higieniczna. Zwierzeta te sa
idealnym modelem do wigkszos$ci badan biomedycznych
(4, 8).

» Zwierzeta konwencjonalne — CV (convencional).

Mimo ze charakteryzuja si¢ najnizsza czystos$cia mi-
krobiologiczna, musza by¢ wolne od zoonoz, czyli choréb
przenoszonych na cztowieka. Utrzymywane sa najczesciej
bez szczegbdlnych zabezpieczen sanitarnych. Powinny
znajdowac zastosowanie jedynie w celach dydaktycznych
(4, 8).

Warunki utrzymania zwierzat SPF

Prowadzenie hodowli oraz utrzymywanie zwierzat do-
$wiadczalnych o wysokim standardzie SPF mozliwe jest
jedynie w zwierzetarniach, posiadajacych specjalna stre-
fe chroniaca zwierzgta przed zakazeniem, tzw. barierg
sanitarno-higieniczna, ktérej celem jest ograniczenie do
minimum potencjalnych kontaminacji. Jednostki utrzy-
mujace zwierzeta SPF powinny spetia¢ dodatkowo na-
stepujace zatozenia:

* mie¢ wiedzg na temat pochodzenia wprowadzanych
za barierg zwierzat,

* kontrolowa¢ warunki utrzymania zwierzat,

* wdrozy¢ system monitoringu zdrowotnego zwierzat
w celu kontrolowania wysokiej jakosci mikrobiologicz-
nej zwierzat.

Wszystkie nowo wprowadzane za barierg zwierzeta
powinny posiada¢ dokumentacj¢ od dostawcy, zawiera-
jaca certyfikat zdrowia zwierzat, na ktory sktadaja sig:
wykaz badanych mikroorganizmow z podzialem na: bak-
terie, wirusy, mykoplazmy, grzyby i pasozyty; rodzaj ma-
teriatu biologicznego, w ktorym oznaczono dany patogen;
metodyke, jak réwniez wyniki badan przeprowadzonych
w okresie ostatnich 12 miesigcy. Ponadto zwierzg¢ta po-
winny odby¢ obowiazkowa kwarantanng. Na terenie zwie-
rzgtarni obarierowanej stosuje si¢ rozwiazania, ktore mi-
nimalizuja ryzyko kontaminacji. Stanowia je autoklawy
przelotowe, pozwalajace na sterylizacje wchodzacego za
barier¢ sprzgtu i materialow; system §luz dla personelu;
$luzy materialowe oraz system wentylacji i klimatyzacji
z absolutnymi filtrami HEPA, pozwalajacy na utrzyma-
nie nadci$nienia, optymalnej wilgotnosci i temperatury
w pokojach zw1erzqcych Dodatkowo w zwierzg¢tarni ru-
tynowej kontroli powinny podlega¢: stan jakosci wody,
paszy, powietrza, sprzgtow oraz materialow ze strefy chro-
nionej, a takze zdrowie personelu.

Pomimo tak restrykcyjnych wymogow, wielu zabez-
pieczen i nieustannej kontroli, zawsze istnieje ryzyko
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whniknigcia potencjalnych patogenow. Dlatego niezwykle
istotne jest przestrzeganie przez pracownikoéw i uzytkow-
nikéw zwierzetarni okreslonych procedur korzystania
z bariery sanitarno-higienicznej, w tym zasad zwiazanych
z drogami przekazywania sprzetu czystego i brudnego,

a dla zapewnienia wysokiego standardu zwierzat SPF, pro-
wadzenie rutynowej kontroli stanu zdrowia zwierzat.

Monitoring stanu zdrowia zwierzat

Z chwila rozpoczgcia procedury eksperymentalne]
model zwierzecy bedacy integralnym elementem doswiad-
czenia staje si¢ jednoczesnie czynnikiem bezposrednio
wplywajacym na przebieg eksperymentu, jego jakos¢, po-
wtarzalno$¢, a tym samym wiarygodnos¢ uzyskiwanych
wynikow (7). W zwiazku z tym niezwykle istotne jest, by
zwierzgta podlegaly rutynowej kontroli stanu zdrowia. Ogol-
ne standardy badan opracowane zostaty przez FELASA
(Federation of European Laboratory Animal Science As-
sociations) w przewodniku monitoringu stanu zdrowia
zwierzat. Panel badan oceniajacych kompleksowo stan
zdrowotnosci zwierzat zaktada rozne kierunki monitorin-
gu: bakteriologiczny, wirusologiczny, mykologiczny, para-
zytologiczny, a takze oceng anatomo- i histopatologicz-
na. Badaniom stanu zdrowia zwierzat podlega¢ powinna
odpowiednio liczna, reprezentatywna grupa losowo wy-
branych zwierzat, uwzgledniajaca szczep/stado, wiek,
pte¢, liczbe zwierzat z pomieszczen hodowlanych i/lub
eksperymentalnych. Zwigksza to wiarygodnos¢ wynikow
i ewentualno$¢ wykrycia potencjalnego zakazenia.

Zastosowanie poszczegolnych procedur laboratoryj-
nych w celu monitorowania stanu zdrowia zwierzat do-
$wiadczalnych uzaleznione jest przede wszystkim od kie-
runku badania, czyli rodzaju poszukiwanego w badanej
probee czynnika biologicznego, a takze — co nie jest bez
znaczenia — wzgledéw ekonomicznych.

Nadal szerokie zastosowanie maja:

1. Klasyczne techniki mikrobiologiczne, czyli przede
wszystkim:

— wykonywanie posiewow materiatu klinicznego na
podtoza state lub ptynne,

— identyfikacja patogenow z zastosowaniem szeregow
biochemicznych oraz analiza preparatéw bakterioskopo-
wych.

2. Metodyki serologiczne i immunologiczne —najczesciej
testy immunoenzymatyczne oraz immunofluorescencyjne.

3. Ocena histopatologiczna badanego materialu (sto-
sowana np. w diagnostyce w kierunku obecnos$ci Klosiel-
la muris).

4. Standardowe techniki parazytologiczne:

— ogledziny makroskopowe badanej probki,

— badanie mikroskopowe:

* wykonywanie rozmazow bezposrednich m.in. w roz-
tworze soli fizjologicznej, ptynu Lugola, KOH badz pa-
rafinowym,

* wykonywanie preparatow mikroskopowych z mate-
riatu poddanego uprzednio procedurom zageszczania
probki (dotyczy przede wszystkim diagnostyki choréb
pasozytniczych uktadu pokarmowego), sa to powszech-
nie stosowane metody, jak flotacja oraz techniki sedy-
mentacyjne, gtdéwnie dekantacja.

Wymienione metody nie zawsze sa technikami wystar-
czajaco czutymi i specyficznymi, by dostarczy¢ zadowa-
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Tab. 1. Lista specyficznych patogenéw myszy i szczurow, ktéore powinny by¢ monitorowane w zwierzetarniach utrzymuja-

cych zwierzeta o standardzie SPF

Bakterie, mykoplazmy, grzyby

Wirusy

Pasozyty

Corynebacterium kutscheri
Carbacillus

*Mycoplasma pulmonis
Mycoplasma arthritidis

Pasteurlaceae

*Salmonella spp.

Streptococci 3-hemolytic (nie z grupy D)
*Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae
Helicobacter spp.

* Streptobacillus moniliformis
Bordetella bronchiseptica

Citrobacter rodentium
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella spp.

* Pneumocystis carini

Eperythrozoon coccoides
Haemobartonella muris

*Dermatophytes

Pneumonia virus of mice (PVM)
Sendai virus (SEV)

Mouse polio virus (TMEV), (GDVII), (Theiler’s)

Respiratory enteric virus 3 (RE03)
*Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
Mouse adenovirus type 1 (MAV1), (FL), (MAD)
Mouse adenovirus type 2 (MAV2), (K87)
*Hantavirus (HAN), (IFA)

Mouse hepatitis virus (MHV)

Mouse rotavirus (EDIM)

Minute virus of mice (MVM)

Mouse parvovirus (MPV)

Mouse cytomegalovirus (MCMV)

Ectromelia virus (ECTRO)
Kilham rat virus (KRV)
Rat parvovirus (RPV)

Eimeria spp.

Entamoeba muris
Giardia muris

Klosiella muris
Spironucleus spp. (Hexamita)
Trichomonads

Encephalitozoon cuniculi

Ieluomiald

Aspiculuris tetraptera
Syphacia spp.

Trichosomoides crassicauda

aluaIaIN

*Hymenolepis nana

*Hymenolepis diminuta

aswaise]

Liponyssus spp.
Myobia spp.

Myocoptes spp.
Notoedres spp.

Polypax spp.

Toolan’s H-1 parvovirus (TH1)

*Murine norowirus (MNV)

Sialodacryoadenitis/Rat coronavirus (SDAV)/(RCV)

fAzosedop3

Psorergates spp.

Radforia spp.

Objasnienia: * — patogeny wywotujace zoonozy

lajacej, obszernej wiedzy o aktualnym statusie zdrowot-
nym badanego stada. Obecnie coraz powszechniej podej-
muje si¢ proby rutynowego zastosowania technik z za-
kresu mikrobiologii molekularnej w celu monitorowania
stanu zdrowia zwierzat laboratoryjnych. Mowa tu przede
wszystkim o roznego typu technikach jakosciowego iilos-
ciowego PCR. Trwaja takze prace nad zastosowaniem
mikromacierzy DNA do wykrywania czynnikow biolo-
gicznych, chorobotworczych dla zwierzat.

Wdrozenie procedur molekularnych do standardowe;
kontroli statusu zdrowotnego zwierzat laboratoryjnych
moze znaczaco rozszerzy¢ dotychczasowa wiedzg o pa-
togenach tej grupy zwierzat, ich faktycznym rozpowszech-
nieniu, nowych metodach profilaktyki oraz ewentualne-
g0 postgpowania terapeutycznego.

Niezwykle istotnym aspektem monitorowania stanu
zdrowotno$ci zwierzat jest mozliwos¢ wykrycia pato-
genow powodujacych choroby odzwierzece — zoonozy
(tab. 1). Dzigki temu mozna zapobiec wystgpowaniu za-
kazen personelu i innych 0s6b majacych kontakt ze zwie-
rzetami 1 materiatem zwierzecym. Stanowi to ochrong
przez potencjalnym ryzykiem zachorowania na wiele za-
grazajacych zdrowiu lub zyciu cztowieka choréb (1).

Rodzaje potencjalnych zagrozen, swoistych dla myszy
1 szczuréw czynnikow biologicznych, ktére powinny by¢
monitorowane przy ocenie stanu ich zdrowia, przedsta-
wia tab. 1.

Kontaminacje a wiarygodno$¢ wynikow

Infekcje zwierzat laboratoryjnych maja znaczacy wptyw
na wyniki eksperymentow. Nalezy pamigta¢, ze nawet
w najbardziej restrykcyjnie prowadzonych zwierzgtar-
niach istnieje wiele potencjalnych drég kontaminacji, co
wiaze si¢ z ryzykiem zakazenia utrzymywanych zwierzat.
Sposrod wielu wektorow zakazenia na plan pierwszy
wysuwa si¢ personel, Zle wysterylizowany sprzet 1 inne
zwierzeta, w tym gtownie dzikie gryzonie i owady. W za-
leznosci od rodzaju czynnika biologicznego, warunkow
utrzymania myszy i szczurow oraz wrazliwosci zwierzat
choroba moze przebiega¢ w roznych postaciach: od bez-
objawowej, kiedy to zwierzg nie wykazuje zadnych
widocznych objawdw chorobowych, poprzez postac kli-
niczna z charakterystycznymi symptomami, do nadostre;,
konczacej sig¢ bardzo szybkim zej$ciem $miertelnym bez
widocznych oznak choroby (1, 3). Kliniczne objawy, cha-
rakteryzujace si¢ najczesciej staba kondycja zwierzecia,
spadkiem masy ciata, zmieniona okrywa wtosowa, spad-
kiem wskaznikow rozrodczosci, w jednoznaczny sposob
zaburzaja przebieg wszystkich eksperymentow. Sytuacja
taka ma jednak najczesciej miejsce w zwierzetarniach tzw.
konwencjonalnych, w ktorych brak bariery sanitarno-hi-
gienicznej. W jednostkach o wysokim standardzie mikro-
biologicznym rzadko spotyka si¢ zwierzeta z klinicznymi
objawami infekcji. Nie oznacza to jednak, Ze nie sa one
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zakazone. Dowiedziono, ze zakazenia nie ujawniajace kli-
nicznych objawow choroby, czg¢sto przechodzace w for-
mg kliniczng podczas procedury doswiadczalnej, a takze
pozostajace w postaci subklinicznej moga w istotny spo-
sob wplywa¢ na wyniki eksperymentow. Infekcje utajo-
ne stanowia ponadto wigksze ryzyko dla prawidtowego
przebiegu doswiadczen niz infekcje kliniczne, ze wzglg-
du na brak widocznych objawow (1, 5). Badacz nie po-
siadajacy danych na temat zdrowotnos$ci uzytych w eks-
perymencie zwierzat moze nie wiedzie¢, ze sa one zain-
fekowane, a to moze skutkowaé zafalszowanymi wyni-
kami eksperymentu. Zdarza si¢ rowniez, ze odpowiedz
immunologiczna po zakazeniu moze utrzymywac sig przez
wiele miesigcy od wystapienia infekeji, a znaczna ilo$¢
zaobserwowanych pod koniec doswiadczenia zmian fiz-
jologicznych i histopatologicznych moze by¢ wynikiem
tej odpow1ed21 a nie procedury eksperymentalnej, co
w rezultacie rowniez prowad21 do nieprawdziwych wnio-
skow. Przyktadem moze by¢ subkliniczna infekcja Heli-
cobacter spp. umyszy, powodujaca przewlekle zapalenie
watroby i zapalenie jelita grubego. Obraz tej infekcji czg-
sto mozliwy jest do zaobserwowania dopiero w badaniach
biochemicznych parametrow watroby lub anatomo- i his-
topatologicznych (5). Innymi przyktadami sa zmiany ob-
serwowane w behawiorze zwierzat, aktywnosci motorycz-
nej czy zdolno$ci do uczenia sig, ktore majq zwiazek
z infekcjami pasozytniczymi. Dowiedziono, ze zakaze-
nia takie moga interferowac z dziataniem lekow stosowa-
nych do znieczulania zwierzqt ponadto hamujq tempo
wzrostu zwierzat, jak rowniez wptywaja na zmiang odpo-
wiedzi immunologicznej (5). Jednym Z najniebezpiecz-
niejszych patogenow, ktory moze zniwelowac efekty pracy
badaczy jest Mycoplasma pulmonis, ktoérej patogenny
wplyw ma odzwierciedlenie w fizjologii wielu roznych
narzqdow Infekcje tym patogenem moga zaklocac¢ bada-
nia zwigzane glownie z uktadem oddechowym, nerwo-
wym, rozrodczym i odpornosciowym (2, 5). Wiele czyn-
nikow etiologicznych ma rézne powinowactwo do okres-
lonych szczepdéw zwierzat w obregbie tego samego gatun-
ku. I tak na przyktad Sendai Virus (SV), jeden z najwaz-
niejszych patogenow w epizootiologii myszy i szczurow
laboratoryjnych, majacy powinowactwo gtéwnie do ukta-
du oddechowego, powoduje czgsciej zakazenia bezobja-
wowe u szczurow ze szczepu LEW oraz Brown Nowary
niz szczepu F344. Podobnie myszy szczepéw DBA/2
1 129/] sa bardzo podatne na zakazenia SV, podczas gdy
myszy szczepéw SJL/J i C57BL/6] wykazuja wigksza
odpornos¢. Infekcja SV moze powodowac zaburzenia
w rozrodzie zwierzat, zmiany w aktywnos$ci komorek ukta-
du immunologicznego, zmiany fizjologii uktadu oddecho-
wego. Opisany zostal rowniez wplyw zakazenia SV na
odpowiedi na przeszczepiane nowotwory, odrzuty prze-
szczepow, wzrost apoptozy oraz opoznienie gojenia si¢
ran (2). Przedstawione powyzej przyklady kontaminacji,

dowodza, jak wazny jest monitoring zdrowia zwierzat oraz
jego wplyw na jako$¢ modeli zwierzgcych uzywanych
w doswiadczeniach biomedycznych.

Podsumowanie

Eksperymenty na zwierzgtach znane sa od tysiacleci
1 stanowia fundament post¢pu w naukach biomedycznych
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(7). W Polsce kazdego roku przeprowadza si¢ tysiace ta-
kich doswiadczen. W 2007 r. wykorzystano 250 tysiecy
zwierzat, w tym okoto 150 tysiecy myszy i szczuréw. Od
momentu, kiedy zaczgto wykorzystywaé zwierzgta w do-
swiadczeniach, sposob postrzegania ich statusu zdrowot-
nego i jego wplywu na wiarygodno$¢ wynikow badan
diametralnie si¢ zmienit. Na przetomie XIX i XX wieku
badacz mogt powiedzie¢: ,,nie moge przeprowadzic¢ dzis
mojego do$wiadczenia, poniewaz wszystkie moje szczu-
ry padly”. W polowie wieku XX zapewne powiedzialby:
»nie moge przeprowadzic dzi§ doswiadczenia, bo wszyst-
kie moje szczury sq chore”. Za to dzi§ mowi: ,,nie moge
przeprowadzi¢ mojego doswiadczenia, pomewaz WwsZyst-
kie mOJe zwierzeta sa seropozytywne” (2). Swiadomosé
tego, ze zla jako$¢ zwierzat to zly eksperyment, stala sig
przyczyna zrewolucjonizowania technik hodowli zwierzat
laboratoryjnych (7). W ostatnich latach w naszym kraju
powstato kilka nowych zwierzgtarni, ktére zarowno ar-
chitektonicznie, jak i funkcjonalnie dostosowane sa do
utrzymywania zwierza{c o standardzie SPF. Spetniaja one
wysokie wymogi prawa europejskiego i polskiego, doty-
czace warunkow hodowli zwierzat, co prowadzi do zwigk-
szenia stopnia dobrostanu zwierzat laboratoryjnych. Jak
wiadomo, pojecie dobrostanu rozpatrywane jest na ptasz-
czyznach komfortu fizycznego, psychicznego i biologicz-
nego. Nowa dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
Europy w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celow naukowych ma ujednolici¢ postgpowanie w dzie-
dzinie doswiadczen na zwierzgtach w Unii Europejskie;.
Stanowi ona solidna podstawg dla petnego wdrozenia
zasad 3R. Chcac zastosowac te zasadg, powinno si¢ za-
pewni¢ zwierzetom odpowiednio wysoki poziom dobro-
stanu, na uzyskanie ktorego wptywa migdzy innymi sys-
tematyczny monitoring zdrowia. W celu zagwarantowa-
nia wlasciwego przebiegu monitorowania dobrostanu
zwierzat konieczna jest stata opieka weterynaryjna. Do-
brostan zwierzat wykorzystywanych w procedurach do-
$wiadczalnych jest szczegdlnie wazny i w duzym stopniu
zalezy od jakosci i kompetencji zawodowych personelu
nadzorujacego te procedury, dlatego rownie istotne i nie-
zwykle potrzebne sa szkolenia poszerzajace wiedzg na
temat zwierzat laboratoryjnych i szeroko pojetych zagad-
nief z nimi zwigzanych.
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