s

mukodtetése

Bényei Balazs
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* Az allathaz kiilldetése:
GM koldnidk fenntartasa, kisérleti allatok el6allitasa;

Genetikailag nem moédositott (vad tipust) koloniak
fenntartasa, tenyésztése;

Kisérleti helyszin biztositasa.

- Az allatokat védjiik a kornyezeti artalmaktoél. Ennek
megfelel6en épiil az allathaz és kidolgozzuk a
technologiat.
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Allattechnologia @ :

Semmelweis University

Basic Medical Science Center
Transgenic Core Facility

Modern allathazak:

- Légmentesen zart, klimatizalt. Légnyomas
SPF: csokken a szoba - kiiltéri iranyban, 5-10 pascal.
Konvencionalis: megforditva.

Alland6 hémérséklet, 20-22 fok. Sztirt levego és viz.
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Menedzsment

Allathaz vezetd feladatai:

- Uzemeltetés (allatok beszerzése és ellatasa; hulladék
kezelés; épiiletgépészeti feltigyelet; takaritas stb.)

- Human eréforras (munkatigy).

- Higiénia feltigyelet
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Menedzsment (7 e,

Transgenic Core Facility
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Uzemeltetés: m
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- Allatok vasarlasa: a felhasznal6 feladata, a megrendel6t a vezetd szignalja.

- TAp beszerzése, hasznositas szerint. Altaldnos és GM tapok. Fogyasztas a Ts 10%-a.
Ivoviz biztositasa (10%).

Hulladék kezelés:

- Nem veszélyes-hulladék (tenyésztési selejt, szennyezett alom). Veszélyes hulladék
(kezelt allatok, éles-szuro targyak).

Gépészeti feltigyelet:

- Légtechnika (h6m. 18-22 fok, paratartalom 55% ,farokgytirtisodés”, légcsere 15x,
légnyomas kiilonbségek 10 pascal)

- Megvilagitas (fényciklus 12-12 6ra, fényintenzitas 1000 lux mennyezetmagassagban)
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xrﬁs:armmelweis University

Basic Medical Science Center
Transgenic Core Facility

Menedzsment

Human eréforras (munkatigy).

- Gondozdi létszam: 3 f6 higiéniai szintenként.
,,Allattechnolégusok”

Higiénia feltigyelete:
- Higiénia rendszabalyok kidolgozasa
- Rendszeres mintavétel a statusz ellendrzésére. L.d.

késobb.
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Semmelweis University
/[
/| Basic Medical Science Center

Higiéniai statusz: fert6zo allatbetegségekt6l vald
mentességi allapot.

Az alacsonyabb higiéniai statuszu allathazak mellett
tuzemelo tiszta allathazi SPF statusz megorzése a
legnagyobb kihivas. Az allathazat a fert6z6 agensek
allandé ,nyomas” alatt tartjak. ,kapu”

Szigoru higiéniai rendszabalyokkal fenntarthatoé.
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Higiéniai statusz fenntartasa

A higiéniai szintek elkiilonitéséhez harom, egymassal
nem kozlekedo tertlet sziikséges.

SPF - MD - konvencionalis (befogado).

Forgalom (allat és anyag) egyiranyu
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t I l I a Semmelweis University
asic Medical Science Center
ransge: ili

Allathdzak higiéniai szintjei:
* Konvencionalis

* Ellenorzott konvencionalis
* Minimal Disease (MD)

* Meghatarozott kdérokozoktdl mentes (SPF)
* Ismert korokozoval fert6zott (gnotobiotic)

» Csiramentes (Germ free)




Allathazak higieniaja e
Miért SPF?
Publikaci6 - az allatkisérletek ismételhetOsége

Feltételek: Standard (management), gen. hattér, kor,
ivar és higiéniai statusz

Elonyok:

- A bioldgiai variancia §

- Fals eredmények lehetésége [




Allathazak higiéniaja

Semmelweis University

Basic Medical Science Center
Transgenic Core Facility

Zoonozisok:

* Rotavirus: gastroenteritis
e Ectromelia (Mouse poxvirus): b6ron himlészer( tiinetek

* Lymphocytds choriomeningitis virus: influenzaszeri tiinetek, késébb
meningitisz lehet, paralizis és koma

e Szalmonella: hasmenés és hasi fajdalom

e Hantavirus: 1az, hanyas, kohogés, izomfdjdalmak, veseelégtelenség, borzongas,
léguti tiinetek (tid66déma), halalhoz vezethet

e Leptospira: fejfajas, borzongas, laz, vetélés, kiiitések testszerte, halallal
végzOdhet. Idilt formaban vesekarosodas.

e Streptobacillus moniliformis (ptk harapas): lazas tiinetek, gyulladasok,
kititések a végtagokon, artritisz.
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Allathazak higieniaja

Allathdzi standardok: USA, Institute for Laboratory
Animal Research (ILAR)

TABLE 6.1 Typical “Core™ Agents Monitored in Research Facilines®

A gea Mice Rais Cuanca Pigs Hamszers
Krlhism rwl virus .

Mingle virus of mede -

Mouse hepatitis virs -

Mycoplaima pulmosis -

Preamonia virus of mage - - & .
Rotaverus

Sendai virus - * o +F
Sialodscryoadenitis virus (ral SoroaavIng) .

Simdan virus 3 e 2P
Theiler s munine encophalomyelitis vifus "

@Core” agents for each specses are andicabed by plus signd
Madecnon with related parainflethia vifuses CMA Chuse false-posstave resmlts af ests for
Sendar virgs and dimmien vinos § (Parker of al . 19871




T Allath

Mouse hepatitis virus (MHV)

Mouse parvovirus (MPV)

Minute virus of mice (MVM)

Reovirus-3 (Reo-3)

Pneumonia virus of mice (PVM)

Epizootic diarrhea of infant mice (EDIM)
Theiler’'s murine encephalomyelitis virus (TMEV)
Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
Ectromelia (mouse pox)

Sendai virus

Sialodacryoadenitis virus (SDAV)

Rat parvoviruses

Mycoplasma pulmonis

Pinworms

Fur mites

Helicobacter spp. are excluded from selected animal rooms.
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— Allathazak higiéniaja

Allathazi standardok:

Korboncatni és szovettani vizsgalat?
Bakteriologia?
Parazitologia?
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Allathazak higiéniaja

Allathazi standardok:

Eurépa, Federation for Laboratory Animal Science Associations

(FELASA)
* Ajanlasok: higiéniai statusz ellendrzése, standard tovabbképzési
javaslat (B és C).
* (7 bizonyitvany nélkiil allatkisérletet folytatni nem szabad.
Id6szakos higiéniai vizsgalatok (negyedéves és féléves, 6 hetes)
« Minta szama > 10 allat (sentinel)

- Virologia, bakterioldgia, parazitoldgia és korbonctan/korszovettan
- Koltsége: kb. 40 ezer Ft/allat

Sentinel fogalma: ,6rszem”. Biztosan SPF statuszu egyed, melyet
faradt almon tartanak.
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Allathazak higiéniaja

Sentinel kritériumok

Kora: 8-12 hét, 6-12 hétig ,fertdzik”
[vara: néstény (egy dobozban 2-3 db, pozitiv esetben kontrollként)

Torzs: Balb/c, CD1 vagy NMRI.

Elhelyezése: dllvanyonként 2 doboz, az alsé sorban. IVC dllvanyon
tobbet.

Korlat: Egyes fert6zések atvitele bizonytalan (pl. MPV,
Helicobacter).




‘,ué

P
Allathazak higiéniaja

* MPV felismerésére:

- Inbred vonalak (pl. C57Bl1/6) rezisztensek
- 12 hetes kor felett nem fert6z6dik meg

- Ketrectarsak fert6zése nem 100%-o0s.

* MNYV felismerésére:

- A virus jelenléte egyes vonalakban (CD1, C57Bl/6 stb.)
szeroldgiailag nem mutathato ki.

- Hasznalt alommal nem fert6z 100%-ban.
e Helicobacter felismerésére:
- Sentinel transzmisszio nem 100%-0s




A FELASA lista
virusok

0.34%
0.02% 0.01% 0.01% 0.00%




13.04% 16.11% B 12.53%
5.98%
A FELASA
lista
baktériumok
2.36%
0.24% 0.37%
000% " 0.02% 0.07% o, uut:r., 0.00% . 0.10% 0019 uuu% uuu% uuu%




18.00%

16.00% -

14.00% A FELASA
lista
12.00%- parazitdzisok

10.00%
8.00%
6.00%-
4.00%

2.00%-

0.44%
0.15% ‘ 0.00% 0.00%

i Mites Pinworms E. cuniculi Entamoeba Giardia All other protozoa




—— Allathazak higiéniaja

A FELASA korlatjai:
- Eurdpai standard
- Az ajanlas frissitésre szorul (MNV)

Vizsgaldintézet korlatjai:
- Vizsgalati médszerek (ELISA és IFA)
- Helicobacter (immunohisztokémia és PCR)

Bizonyitvany korlatjai:

- Human tényez6k (megbizhat6 bizonyitvany? SPF eltérd
értelmezése)
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Higiéniai statusz fenntartasa

Transzgenikus

Alomtestvér, nem
transzgenikus
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Higiéniai statusz fenntartasa

A
Kétsizeres Haromszoros

. Transzgenikus egeér
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Higiéniai statusz fenntartasa

,egészséges” allat Fert6zott (# beteg)
MHV

Helicobacter

Fonalféreg

Beteg allat

Klinikai tinetet nem tapasztalunk.

Vizsgalodintezeti diagnosztika
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Higiéniai statusz fenntartasa

* A torzs tenyésztés és fenntartas az SPF térben torténik.

* A MD szinten is SPF allatok kertilnek elhelyezésre, itt
hasznaljak fel.

* A konvencionalis térbe érkeznek a GM allatok majd
rederivalas utjan jutnak az SPF térbe
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Higiéniai statusz fenntartasa

A fertO6zés bejutasanak lehetséges modozatai:
1. Allatokkal

2. Személyekkel

5. Targyakkal

4. Biologiai anyaggal

5. (kalvilagbol allatokkal)
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Higiéniai statusz fenntartasa

Barrier sav:

Targyak, anyagok

- Autoklav

- Fert6tlenit6 kamra

- Atadoéablak

Személyi forgalom

- fekete/fehér 0ltoz6 vagy légzuhany







Fertotlenitdé kamra

-Formalin

-Hidrogeén peroxid







/—v

Higiéniai statusz fenntartasa

Allatimport:

- Trusted vendor

- A szallitddobozbol mintavétel: vér és bélsar
- Karantén (az eredmény érkezéséig)

- GM vonalak csak rederivalas atjan.

- (Kutatoi egytittmtikodés - megbizhat6?)




USA, egyetem rvo NS-1, MNV,
W Clostridium piliforme, Syphacia ssp.

Anglia, egyetem Staphylococcus ssp.

Anglia, vendor Entaomeba, Tritrichomonas
Németorszag, kutatointézet Helicobacter, Protozoa
USA, egyetem MPV

USA, egyetem MPV, MVM, sz6ratka, MNV

: ; e Helicobacter, Staphylococcus, Entamoeba muris, Chilomastix
Franciaorszag, kutatointézet ey Db 2 2 2

Hexamastix
Ausztria, egyetem MHYV,
Németorszag, kutatointézet Helicobacter, protozoa

: : e NS1, Pasteurella haemolitica, Beta hem. Streptococcus,
Franciaorszag, kutatointézet

Helicobacter
Franciaorszag, kutatointézet Chilomastix, Helicobacter
Franciaorszag, kutatointézet MHV, MMV, GD VII, rNS-1, Trichomonas, Spironucleus
Németorszag, egyetem Helicobacter, Trichomonas
Franciaorszag, kutatointézet Helicobacer, Chilomastix
USA, egyetem Heli;/ﬁll)é,cter, Chylomastyx, MCMYV, Pasteurella pneumotropica,
Anglia, vendor Entamoeba, Tritrichomonas
USA, egyetem Myobia musculi
Németorszag, kutatointézet Tritrichomonas muris (non listed in FELASA)
USA, egyetem Helicobacter

USA, egyetem MVM, MNYV, protozoa, MPV,




‘v

P

Higiéniai statusz fenntartasa

Szemeélyi forgalom szabalyai:

- Otthoni allattartasi korlatok

- Az 3allathdz nem allatkert (Kallai)
Személyi jelenlét minimalizaldsa

Karantén szabaly

Személyi higiénia (labzsdk, labor 6lt6zet, allathazi
oltozet, tusolas, légzuhany)

Idegen kutatok jelenléte.
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Higiéniai statusz fenntartasa

SPF statusz elvesztésének kovetkezmeényei:

- Vad kolénidk - fert6tlenités, ajra telepités

GM kolodnidknal szinte megoldhatatlan (szarmazasi
helytél fiiggéen)

Anyagi veszteseég vonalanként 2-50 millio Ft.

Rivalis kutaté csoportok.
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Allattechnoldgia

uj fejlesztésu eszkozOk:
IVC allvanyrendszer
lpari mosogatogep
AlomUritd berendezeés

Draga
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Allattechnoldgia

Egyedileg szell6ztetett dllvanyrendszer el6nye

- Zart tér, kényszerszell6zés (30-60 csere/éra)

- Onallf higiéniai egység

- Ammonia, CO, és nedvesség alacsonyabb

- Alomcsere gyakorisag (kétheti)

- Fert6zés nem terjed ketrecek kozott

- Kisebb zaj a ketrecekben, stress

- Személyzet és kornyezet kimél6 (por, ammonia)
- Magasabb sulynovekedés és vizfogyasztas
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Szelldztet6 egyseg

Befuvod

-Durva és Hepa filter

Elszivd
-Durva és HEPA filter
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Ketrec csere laminaris
fulkében
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Alkalmazott tap. Elettani igények. GM
és hattér interakcid - reprodukcios
problémak.

- Energidara evés, ad libitum, speciadlis
tapok.

Alomanyag. Forgdacs, kukorica daralék.
Feszekanyag.

Papir bujdcso.




| mm—— g

Az emlOs embrio

Zona Pellucida — 4 féle
glikoproteid

Szerepe: termékenytilés, fizikai
és kémiai védelem
Vastagsaga: 15-20 y, fajtol
fuggben

Blasztomeérak

Embrié mérete: fajtdl fliggden
80-160 p




" Embrid termelés

Embrio termelés fazisai:

- Donor néstény és him kivalasztasa (genetikai és szapbiol
szempontok)

- Donor néstény szuperovulaltatasa
1- ciklus befolyasolasa (PGF2q,
progesztagén)
2- tuszdérlelés indukaldsa (FSH, eCG/hCQG)
3- tiisz6repedés kivaltasa (PGF2a, hCG)
- Termékenyités (megtermékenyités)
- Embrio kinyerése (ampulla, petevezet6, méh)




Sarki‘test
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Az egér embrio fejlédése a
petevezetdben

2oall 1.5 days poa

[ 3-4.call

uterus (lumen AFTow)
ot the tima of bmplantation
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-~ Embrid mélyh(ités

Preimplantacios stadium (egysejtes — blasztociszta)
Tarolas LN2-ben (-197 °C)

El6nyei:
,steril”
- Allomany kipusztulasa (betegség, tenyésztési hibak, ,tilhasznalas”)
- Allathézi havaria (t(iz, foldrengés stb.)
- Beltenyésztett torzsek: ,,6s0k” Gjraélesztése

Felhasznalas:
- Génbank
,Allat kereskedelem”

Hatranya:
yZsakbamacska”
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Embridé melyhutés

Alkalmazasi tertletei:
- Human (aspiracié és IVF, embri6 és petesejt mélyhtités)
- Allat

Pet: macska, gorény (kutya) alkalmatlan)

Gazdasagi haszonallat: szmha, kiskér6dzék (sertés)
Veszélyeztetett allatfajok
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" Embrié meélyhutés

Makrokristaly

Mikro kristaly
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Embrio mélyhiteés

Mélyhttésre valo elOkészités:

- A mosoéfolyadékbdl tiszta folyadékba rakas (Dulbecco,
M2, Zwitterion)

- Embri6 valogatas (termékenytiilés, elpusztult/élé
sejtek aranya, ZP épsége)

- Tripszines kezelés (0,25% oldatban 60-90 sec)

- Tripszin hatasanak felfliggesztése, tisztitas




Pamutgombolyag
szeri felszin

Rucskos felllet,
ahol kérokozdk
tapadhatnak meg

A tripszin a felUleti
réteget leemészti,
tOkorsima lesz
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Embrio mélyhutés
Krioprotektiv anyagok
-Glicerin
-Etilén glikol (EG)
-Propilén glikol (PG)
-Dimetil szulfoxid (DMSO)
-Szaharéz (extracelularis)

uagAba|g

Oldat koncentraciok:
Gyors hités — 10%
Vitrifikacio — 40%
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Embrio mélyhites

Gyors htités — PC vezérlésti alkohol/LN2 kozeggel hiitott
kamraban vagy LN2 tdarold edénybe valo lassu alameritéssel.
Sebesség: -0,3 °C/perc, -30 °C-ig. Seeding -6 °C.

Vitrifikacio (szuper gyors hiités) - tivegszert amorf allapot, nincs
kristaly. Homérséklet és behatdsi id6. Kozvetleniil LN2-be mart.
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"~ Embrid mélyh(tés

Embrio tarolas:

* 20 embrids egység (egér)

® 0,25 ccm szalma, tubus

* Pontos jelolés, jegyzékonyv

* Génbank céljara: 250-300 embrid

* Két, eltérd helyen levé konténerben




P

/o ™ ™ ™
Embrio revitalizacio

Embrié ,felolvasztas”

Cél: az embrio felébresztése, a krioprotektiv anyagok kivonasa.
- Air thawing (recept fiigg6), meleg vizfiird6

- Szaharoz (alt. 1M, csokkend koncentraciéban) médiumban.

- Embrio alakvaltozasai olvasztas kozben (zsugorodik majd
kitagul).




