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Document de lucru privind un cadru de evaluare a severitatii

Bruxelles, 11-12 iulie 2012

Comisia a stabilit un grup de experti (EWGQG) pentru evaluarea severitatii procedurilor cu
scopul de a facilita punerea in aplicare a Directivei 2010/63/UE privind protectia animalelor
utilizate in scopuri stiintifice. Toate statele membre si principalele organizatii interesate au
fost invitate sd numeasca experti care sa participe la lucrari.

Grupul de experti pentru evaluarea severitatii s-a reunit de doud ori: in decembrie 2011, cu
accent pe animalele modificate genetic si Tn mai 2012, pentru a discuta cu privire la un cadru
general pentru evaluarea gradului real de severitate suportat de animale in cadrul
procedurilor.

Prezentul document este rezultatul lucrarilor celor doua reuniuni ale grupului de experti, al
discutiilor purtate cu statele membre, precum si al contributiilor juridice ale Comisiei privind
abordarea unui cadru de evaluare a severitdtii, componentele acestuia, participantii si
instrumentele si metodele de lucru. Documentul a fost aprobat de autoritatile nationale
competente pentru punerea in aplicare a Directivei 2010/63/UE in cadrul reuniunii acestora
din 11-12 iulie 2012.

Declinarea responsabilitatii:

Urmatorul text este conceput ca un document de orientare menit sa ofere asistenta
statelor membre si altor parti vizate de directivi pentru a se ajunge la o intelegere
comund a dispozitiilor cuprinse in directiva. Toate observatiile trebuie examinate in
contextul Directivei 2010/63/UE privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice.

Numai Curtea de Justitie a Uniunii Europene are dreptul de a interpreta legislatia UE
cu autoritate juridica obligatorie.
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Articolele aferente din Directiva 2010/63/UE

— articolul 4 alineatul (3) ,.Statele membre iau masuri in vederea perfectionarii
conditiilor de crestere, adapostire si ingrijire, precum si a metodelor utilizate in
cadrul procedurilor, prin eliminarea sau reducerea la minim a durerii, a suferintei, a
stresului sau a vatamarilor de duratd ce pot fi provocate animalelor.”

— articolul 15 alineatul (1) ,,Statele membre se asigura ca procedurile sunt clasificate
drept «fara recuperarey, «superficialey, «moderatey sau «severe» in functie de
fiecare caz in parte, folosind criteriile de clasificare prevazute in anexa VIIL.”

— articolul 16 alineatul (1) litera (d) ,,[in reutilizarea acestuia] sunt respectate
indicatiile veterinare, tinandu-se seama de experienta de viata a animalului.”

— articolul 54 alineatul (2) ,,Statele membre colecteaza si fac publice, anual, informatii
statistice privind utilizarea animalelor in experimente, inclusiv informatii privind
severitatea experimentelor, precum si originea si speciile de primate neumane
utilizate in proceduri. ...”

| Context general

Directiva 2010/63/UE privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice prevede
efectuarea unei evaluari prospective cu privire la severitatea fiecarei proceduri in cadrul unui
proiect (articolul 15), precum si atribuirea unei clasificari a severitatii care poate fi ,fara
recuperare”, ,,superficiala”, ,,moderata” sau ,,severa”. Anexa VIII ofera indrumari privind
factorii care trebuie luati in considerare In momentul analizarii severitatii prospective si
prezinta o serie de exemple pentru fiecare categorie de severitate.

Articolul 54 privind raportarea prevede cd, pentru informatiile statice, trebuie raportat gradul
real de severitate a durerii, a suferintei, a stresului sau a vatamarilor de durata suportat de
animal (spre deosebire de evaluarea prospectiva, sau previziunile, cu privire la gradul de
severitate realizate in momentul evaludrii proiectului). In plus, gradul real de severitate a
procedurilor anterioare va constitui un element cheie in stabilirea faptului daca un animal
poate fi refolosit in alte proceduri (articolul 16).

Astfel de masuri oferd posibilitatea de a imbunatati calitatea stiintei si bunastarea printr-o
analizad prospectiva a propunerilor de proiecte si, prin includerea suferintei reale suportate de
animal, acestea ar trebui sd ofere un grad mai ridicat de transparentd si de intelegere a
impactului procedurilor stiintifice asupra bunastarii animalelor.

Printre principalele avantaje ale evaluarii prospective, ale monitorizarii, ale evaluarii si
ale inregistrarii gradului real de severitate se numara

e in special, posibilitatea de a pune 1n aplicare imbunatatiri (,,refinement”) si reducerea
suferintei, desi discutiile prospective vor oferi, de asemenea, posibilitatea de a
examina daca utilizarea animalelor este necesara (,,replacement” — Inlocuire) si daca
studiul este adecvat, In vederea reducerii la minimum a utilizarii animalelor
(,,reduction” — reducere);

e imbunatatirea bunastarii animalelor, de exemplu daca suferinta este recunoscutd si
amelioratd mai devreme;

e Imbunatatirea transparentei, intrucat statisticile ar trebui sa reflecte mai bine costurile
reale de bundstare in ceea ce priveste animalele;



e 0 mai bund comunicare intre responsabilii cu utilizarea, ingrijirea si monitorizarea
animalelor;

e contributia la evaluarea retrospectiva a proiectelor, atunci cand aceasta este efectuata
(articolul 39);

e imbunatatirea calitdtii datelor stiintifice ca urmare a ameliorarii bundstarii,

e dezvoltarea cunostintelor cu privire la evaluarea severitatii si a semnelor clinice, care
vor promova o mai mare coerentd a evaluarilor — cu conditia difuzarii abordarilor si a
rezultatelor, de exemplu, prin intermediul revistelor, al grupurilor de discutii si al
reuniunilor;

e contributia la cursurile de formare pentru cercetatori, tehnicieni veterinari si medici
veterinari pentru animale de laborator, in cazul in care rezultatele sunt folosite pentru
a oferi exemple;

e informatii documentate care pot fi utilizate in evaluarile privind raportul prejudicii-
beneficii pentru viitoare proiecte similare.

Consideratii generale pentru o evaluare a severitatii

Examinarea severitdtii in cadrul unei proceduri ar trebui sd constituie un proces continuu
incepand cu elaborarea initiald a studiului, pe parcursul monitorizarii zilnice specifice
studiului a animalelor pe durata proiectului si pana la evaluarea gradului ..real” de severitate
la incheierea studiului, care ofera posibilitatea de a identifica imbunatatiri suplimentare
pentru studiile viitoare.
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Exemplu (exemple) de evaluare a severitatii specifice proiectului/procedurii, inclusiv fise de evaluare zilnica,
instrumente de notare, optiuni in materie de metode de monitorizare si evaluare finala.

Printr-o astfel de abordare cresc posibilitatile de asigurare a faptului ca cei 3 R (replacement,
reduction, refinement — inlocuire, reducere, imbunatatire) sunt avuti in vedere si pusi in
aplicare pe parcurs, ca procesul de comunicare intre partile implicate va fi Tmbunatatit si ca
va fi consolidatd coerenta.




Evaluarea efectiva a severitatii necesita

e o abordare ,,de echipa”, cu contributii din partea persoanelor cu expertiza,
experiente si prioritdti diferite, de exemplu, cercetatori, tehnicieni veterinari si
personal de ingrijire, medicul veterinar;

o buna planificare;

o educatie si formare continud adecvate pentru intreg personalul implicat;
sisteme de evaluare zilnica a severitatii care sunt adaptate in mod corespunzator
in functie de specie, susd si proiect, inclusiv observatii documentate si
structurate referitoare la animale la intervale corespunzatoare (de exemplu, cu o
frecventa crescuta in timpul si dupa finalizarea procedurilor);

e protocoale bine documentate si eficiente pentru evaluarea comportamentului si
a semnelor clinice;

e analiza observatiilor in vederea formuldrii unei decizii In cunostintd de cauza
cu privire la natura si nivelul suferintei;

e constientizarea gradului de severitate a fiecdrei proceduri si a actiunilor care
trebuie Intreprinse dacd acesta este atins sau depasit;

e 0 abordare coerentd a tuturor deciziilor globale referitoare la suferinta reala
(superficiald, moderata, severd) pentru raportarea statistica;

e reflectii asupra eficientei aplicarii celor 3 R si asupra posibilitatii de a realiza
imbunatatiri pentru studiile viitoare.

Consideratii pre-studiu

Procesul de asigurare a faptului ca severitatea este redusa la minimum in timpul procedurilor
stiintifice Tncepe din etapa de concepere, atunci cand se analizeazd daca este necesar si
justificat sa se foloseasca animale vii pentru a indeplini obiective stiintifice.

In cazul in care utilizarea animalelor vii este necesara si justificati, este important sa
se asigure faptul cd s-a ales un model adecvat si ca studiul se bazeaza pe un concept
solid;

Toate aspectele studiului care pot cauza durere, suferinta, stres sau vatimare de durata
trebuie identificate si trebuie avut In vedere modul in care efectele acestora pot fi
reduse la minimum, de exemplu prin consultarea literaturii de specialitate, a colegilor,
a tehnicienilor veterinari, a medicilor veterinari si a organismului pentru bundstarea
animalelor, daca este cazul;

Clasificarea prospectiva recomandatd a severitatii atribuitd procedurilor ar trebui sa se
bazeze pe cel mai ridicat grad de severitate anticipat pentru orice animal inclus in
studiu;

Ar trebuie elaborat un plan de observare a animalelor care sa fie adecvat si adaptat
studiului. O terminologie standardizatd care poate fi inteleasd de catre toti cei
implicati in studiu va Tmbunatati coerenta in materie de raportare si de interpretare;
Este important sd se asigure ca existd suficient personal competent si instruit
disponibil pentru realizarea studiului, care sd monitorizeze si sa ingrijeasca animalele.




Indicatori de severitate

Existd comportamente si semne clinice care pot fi utilizate pentru a evalua severitatea
procedurilor ,,la nivelul custii” (sau al bazinului, tarcului etc.). Terminologia utilizata pentru
descrierea acestora ar trebui sd poatd fi inteleasd de catre toti cei implicati n utilizarea,
monitorizarea si ingrijirea animalelor. Pentru orice sistem de evaluare a severitatii, este
esentiala o intelegere profunda a starii normale de sanatate, de comportament si de bunastare
a speciei (a susei, daca este cazul) care face obiectul observarii.

Obiectivul ar trebui sa fie de:

e atingere a celui mai bun grad posibil de calitate a vietii pentru animal;

e asigurare a faptului ca orice forma de suferintd cauzatd de procedurile stiintifice este
recunoscuta si

e redusd la minimum, dar cu mentinerea coerentei cu obiectivele stiintifice.

Orice sistem de evaluare ar trebui sd identifice in mod eficace orice abatere de la starea
normala de sdnatate si bundstare, permitand observatorului sd inregistreze si sa transmitd o
evaluare clara si coerentd pentru fiecare animal.

O abordare simpla, ierarhica poate fi folositd pentru a defini un protocol de evaluare a
severitatii care sd fie adaptat in mod corespunzitor in functie de specie, susd, indivizi si
procedura. Procesul de definire a unui protocol de evaluare la nivelul custii ar trebui sa
identifice toate efectele adverse care pot aparea pe durata experientei de viatd a animalului,
inclusiv addpostirea, cresterea, ingrijirea si manipularea, precum si efectele adverse cauzate
de procedurile stiintifice si consecintele acestora. Analiza tuturor efectelor adverse ar trebui
sd conduca la identificarea unor indicatori care sa poata fi utilizati pentru evaluarea eficace a
bunastarii animalului la nivelul custii. Indicatorii ar trebui sa fie adaptati in functie de specie,
susd si procedurile experimentale aplicate. Acestia ar trebui si fie usor de inteles, de
identificat si de inregistrat in mod consecvent. Cu toate acestea, este important sa se asigure
ca exista, de asemenea, posibilitatea de a capta si a inregistra eventualele efecte adverse
neprevazute, de exemplu, sub forma de text liber.

Categorii de nivel Tnalt

Un set de categorii globale, ,,de nivel Tnalt”, care se aplica pentru toate speciile este prezentat
in cele ce urmeaza ca punct de plecare pentru elaborarea unei liste exhaustive de indicatori
specifici pentru fiecare procedurd sau program de ingrijire a animalelor. Scopul este de a
realiza pentru fiecare studiu o listd specificd contindnd un numar suficient de indicatori
pentru a reduce la minimum riscul de a nu depista semne de suferintd, fard a concepe un
sistem mult prea complex care ar fi ineficient de birocratic si consumator de timp.
Categoriile de nivel inalt sunt:

e aspect
functii fiziologice
mediu
comportamente
indicatori specifici procedurii
observatii libere (alte observatii relevante)




Indicatorii din cadrul fiecdrei categorii pot fi adaptati la oricare specie. Acestia ar trebui
folositi pentru a realiza o listd de caracteristici observabile care pot fi evaluate de cétre o
persoana instruitd in mod adecvat in vederea formularii unei decizii cu privire la starea de
sanatate si de bunastare a animalului.

Indicatorii ar trebui discutati si selectati in colaborare cu persoana (persoanele) responsabila
(responsabile) cu supravegherea bunastarii animalelor si cu organismul pentru bundstarea
animalelor, dacd este cazul. Ulterior, indicatorii ar trebui folositi pentru dezvoltarea de
sisteme de evidenta a datelor privind animalele la nivelul custii, specifice studiului, pentru
observare zilnicd, monitorizare si evaluare.

Apendicele 1 ofera un exemplu privind modul in care categoriile de nivel inalt pot fi
subdivizate in continuare si utilizate pentru a dezvolta criterii observationale adecvate,
folosind o terminologie descriptivd comuna.

Apendicele II ofera informatii privind orientdrile si resursele online care pot contribui la
dezvoltarea unor evaludri adecvate ale bunastarii in cazul animalelor supuse unor proceduri
stiintifice.

Factori care ar trebui avuti in vedere in evaluarea gradului real de severitate

Trebuie notat faptul cd, in functie de situatiile specifice, o serie de elemente pot avea un
impact pozitiv sau negativ asupra gradului de severitate, iar diferentele dintre specii trebuie
luate in considerare.

Evaluarea gradului real de severitate ar trebui efectuata pentru fiecare caz individual in parte,
folosindu-se observatiile cu privire la animale realizate pe durata monitorizarii zilnice. De
asemenea, pot fi utilizati parametri aditionali necesari in scopul studiului, daca este cazul si
dacd acestia sunt disponibili. De exemplu, indicatori care nu pot fi observati (precum
temperatura corpului, greutatea corporald, parametri biochimici sau date biotelemetrice
precum ritmul cardiac) ar putea fi, de asemenea, necesari pentru studiu si ar trebui luati in
considerare 1n evaluarea severitatii dacad acestia pot furniza informatii aditionale relevante.
Gradul real de severitate raportat pentru fiecare animal in parte ar trebui sa fie gradul cel mai
ridicat suportat pe durata procedurii si nu s se bazeze pe severitatea inregistratd la finalizarea
procedurii. De asemenea, evaluarea nu ar trebui consideratd un simplu proces de aditie, de
exemplu, un numar de proceduri superficiale = severitate moderatd. Aceasta ar trebui sa se
bazeze pe o evaluare globald a experientei animalului de la inceputul procedurii si pand la
finalizarea acesteia.

Lista de mai jos ofera exemple cu privire la tipul de elemente care ar trebui avute in vedere si
analizate Tn momentul evaluarii gradului real de severitate.

Procedura, tehnica
e chirurgicald/nechirurgicala;
nivelul si durata imobilizarii;
neutilizarea analgezicelor/anesteziei atunci cand unele sau ambele ar fi necesare;
model sau procedura noua;
elemente de mediu (inclusiv adapostirea si restrictii privind hrana/apa);
stres/suferinta;
proceduri repetate si intervalele dintre acestea (de asemenea, trebuie luate in calcul
frecventa si combinarea interventiillor ,,sub prag”);




reutilizare sau utilizare continua.

Specie, susa, stadiu de dezvoltare, experientd anterioara

Acesta ar trebui sa reprezinte un considerent principal — este necesara
intelegerea biologiei si a comportamentului speciei si ale susei (si uneori ale
individului) pentru a putea face previziuni si a evalua in mod eficient gradul de
severitate;

specie si susa;

originea animalului, de exemplu, crescut in anumite scopuri, nedomesticit sau
salbatic;

provenienta (inclusiv conditiile de addpostire anterioare) si transport;

genotip, fenotip, sex, varsta, starea imunitara,

comportamentul natural si biologia (de exemplu, importanta relativd a diferitelor
simturi, cum ar fi vederea pentru primate si mirosul pentru rozatoare, si modul in care
acestea pot fi afectate in mediul de laborator);

adapostire individuald/in grup — justificare pentru a adaposti individual animale
sociale sau a le separa de grupuri stabile pe termen scurt sau lung;

ritmuri diurne, de exemplu, impactul deruldrii de proceduri stiintifice sau de crestere
asupra animalelor nocturne pe lumina;

separare materna la toate speciile, inclusiv rozatoare;

abilitati cognitive, constientizare, memorie, perceperea efectelor procedurilor.

Frecventd, intensitate

Nu existd o legatura directd intre frecventd si severitate, si anume, o frecventa
crescutd nu are in mod necesar drept rezultat un grad mai ridicat de severitate.
Aceasta se datoreazd faptului cd efectul asupra severitatii al procedurilor sau
tehnicilor repetate depinde de un numar de factori precum intensitatea fiecarei
interventii, durata acesteia, specia si experienta fiecarui animal;

Atunci cand interventiile sunt repetate, existd un potential de adaptare, care poate
reduce severitatea, de exemplu la un primat non-uman supus unor proceduri
superficiale. Pe de alta parte, repetitia poate creste severitatea, de exemplu ca urmare
a anticiparii unei proceduri stresante sau a declansarea hiperalgeziei dacd este
implicata o procedura chirurgicald;

Potentialul pentru formarea consolidarii pozitive sau ,recompense” ulterior
procedurilor;

Ar trebui Inregistrat cel mai inalt nivel de severitate in locul severitatii aferente
,hivelului de recuperare”.

Durata efectului

Durata este legata de intensitate (si, prin urmare, de severitate);
Daca este posibild utilizarea de puncte finale timpurii umanizate sau stiintifice.



Eficacitatea imbunatatirilor

analgezie, anestezie si Ingrijire post-operatorie adecvata;

imbogatirea mediului de viatd — Tmbogatirea atat a mediului, cat si a addpostirii in
grup a animalelor sociale;

adapostire, crestere si ingrijire — dacd este posibild imbunatatirea acestora in
conformitate cu cele mai bune practici actuale sau dacd procedura necesita restrictii
precum inchidere 1n incinte mai mici (de exemplu, custi metabolice), podea sub forma
de grilaj sau expunere la conditii de mediu care ar putea cauza stres;

dresarea animalului pentru incurajarea cooperdrii sau facilitarea obisnuirii acestuia cu
procedurile;

eficacitatea protocoalelor de evaluare la nivelul custii.

Severitate cumulativa

Intreaga experienta de viatd a fiecarui animal, in contextul cireia restrictiile impuse
capacitatii de imbunatatire a adapostirii sau necesitatea capturdrii frecvente, transferul
si retinerea etc. pot afecta severitatea, trebuie luatd in considerare in cadrul unei
proceduri care implicd o serie de etape/ interventii;

proceduri anterioare, in cazul reutilizarii;

Experienta de viatd, inclusiv elemente precum provenienta (de exemplu ,,intarcare”
timpurie) si transport, trebuie luatd in considerare Tn momentul analizarii reutilizarii.

Modul de asigurare a coerentei in evaluarea si atribuirea gradului real de severitate

Contributiile 1n etapa de concepere a studiului din partea oamenilor de stiinta, a tehnicienilor
veterinari, a medicilor veterinari si a personalului de Ingrijire relevant sunt necesare, in
general, pentru a asigura faptul ca exista suficiente date adecvate disponibile pentru a permite
luarea unei decizii documentate cu privire la gradul real de severitate la sfarsitul procedurii.
Clasificarea finald a gradului real de severitate va fi rezultatul unei analize a inregistrarilor

observatiilor facute la nivelul custii cu privire la comportament, semne clinice si alti

parametri relevanti.

Printre elementele care contribuie la asigurarea coerentei se numara:

incorporarea unor expertize, experiente si prioritati multiple — o abordare ,,in echipa”;
formare cu privire la utilizarea protocolului de evaluare zilnica (inclusiv terminologia
comuna utilizata pentru descrierea observatiilor);

experienta Tn materie de sandtate animala, bundstare si comportament;

revizuirea regulata a rezultatelor;

comunicarea intre toti responsabilii cu efectuarea studiului si monitorizarea
animalelor (ascendent, descendent, intre si in cadrul);

supraveghere [la nivel local (de exemplu, organismul pentru bundstarea animalelor),
regional, national, UE].

Urmatoarele aspecte cheie ar trebui avute in vedere pentru asigurarea coerentei in evaluarea
gradului real de severitate:




Elaborarea unei fise de evaluare specifice fiecarei proceduri

o Fisele de evaluare adaptate in functie de specie, susd si studiu ar trebui
elaborate si convenite inainte de inceperea proiectului;

e Toate informatiile relevante disponibile ar trebui utilizate iIn mod efectiv 1n
elaborarea fiselor de evaluare specifice fiecarui proiect, de exemplu experienta
anterioara, rezultatele studiilor in vitro sau in silico, date din literatura de
specialitate, informatii din studii pilot si semne clinice observate la oameni sau
la alte animale;

e Informatiile privind parametrii care trebuie observati si modul in care ar trebui
efectuata monitorizarea ar trebui sa fie disponibile pentru evaluarea la nivelul
custii;

e C(lasificarea prospectiva a gradului de severitate va ,,dicta” partial nivelul de
implicare necesar la nivel operational, daca este necesard o abordare in echipa
pe durata monitorizarii si cine ar trebui implicat in realizarea observatiilor
efective si in procesul de inregistrare. Cei care au elaborat protocolul de
evaluare specific studiului ar trebui sa efectueze si/sau sa confirme clasificarea
finala a gradului real de severitate;

e In functie de complexitatea studiului, ar putea fi utile fise de evaluare separate
pentru componente separate, de exemplu o fisa de ingrijire standard
chirurgicald/perioperatorie utilizatd in combinatie cu protocolul de evaluare
adaptat studiului;

e In unele cazuri, ar putea fi necesar ca fisele de evaluare specifice studiului sa
includa informatii relevante pentru gestionarea coloniilor, de exemplu, date
privind reproducerea si cresterea animalelor modificate genetic.

Coerenta evaluarii gradului real de severitate

Evaluarea gradului real de severitate este realizatd la sfarsitul procedurii si presupune
luarea unei decizii referitoare la severitatea globald suportatd in mod real de cétre animal,
pe baza evaluarilor zilnice si tindnd seama de procedurile care au fost efectuate.

e O abordare folosita in mod curent consta in definirea nivelurilor ,,superficial”,
,moderat” sau ,,sever” pentru fiecare dintre indicatorii folositi in evaludrile
zilnice si ulterior formularea unei decizii cu privire la severitatea acestora
pentru fiecare caz in parte;

e Precum in cazul monitorizirii zilnice, este esential ca toate criteriile reale
de evaluare sa fie adaptate in functie de proceduri, specie si susi; de
exemplu, o pierdere in greutate de 10 % va avea implicatii foarte diferite
pentru sdndtate si bundstare in cazul unui sobolan tinar, in crestere, al unui
soarece adult cu o tumora cu extindere rapida sau al unui caine adult;

e Luarea in considerare a perioadei de timp in care apar unii dintre indicatori
este, de asemenea, un factor esential, in special in ceea ce priveste pierderea in
greutate si consumul de hrana/apa.

Evaluarea se va realiza folosindu-se inregistrarile din evaluarea zilnica, tinand seama de

procedura la care este supus animalul, modul in care au persistat efectele adverse de
durata si daca animalul a fost refolosit. Desi, in mod inevitabil, acest lucru va implica un
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anumit grad de subiectivitate, formarea adecvatd a observatorului ar trebui sa vizeze
reducerea subiectivitatii.

Clasificarea gradului real de severitate in cazul in care animalele sunt gasite moarte

e In cazul in care un animal este gasit mort, si anume, acesta nu a fost sacrificat, aceasta
poate reprezenta o consecintd fie a procedurii experimentale, fie a altor cauze
independente';

e QGradul real de severitate pentru animalele gdsite moarte ar trebui raportat ca fiind
,sever”, cu exceptia cazului cand poate fi luatd o hotarare documentata cu privire la
faptul ca animalul nu a suportat o suferinta severa inainte de deces;

e Dacid este improbabil ca decesul sa fi fost precedat de o suferintd severa, clasificarea
gradului real de severitate ar trebui sa reflecte experienta cunoscutd anterior decesului.
O atentie deosebitd trebuie acordatd factorilor precum frecventa monitorizarii,
utilizarea de analgezice etc.;

e vatamarea (de duratd)” poate fi suportatd doar de un animal viu.

Ar trebui elaborate exemple pentru a ilustra procesul de clasificare a gradului de
severitate, monitorizare zilnica, evaluare finald a gradului real de severitate, iar acestea ar
trebui puse la dispozitia comunitatii stiintifice.

Cine ar trebui sa contribuie la evaluarea gradului real de severitate?

e Observarea si inregistrarea efectelor sunt deseori procese separate de
clasificarea gradului real de severitate;

e Ar trebui stabilite responsabilitati clare pentru a asigura monitorizarea zilnica
efectiva a animalelor, cu sprijinul si supravegherea corespunzatoare;

e Ar trebui instituit un proces de verificare pentru a promova coerenta, de
exemplu, prin compararea punctajelor de evaluare acordate de diferite
persoane;

e Rolurile cu privire la observarea si monitorizarea animalelor si la efectuarea
evaludrilor gradului real de severitate ar trebui sa fie flexibile si ajustabile pe
baza complexitatii si a severitatii studiului in cauza — desi responsabilitatea
juridicd pentru asigurarea depistdrii si a reducerii la minimum a suferintei
revine In continuare persoanei numite in autorizarea proiectului;

e Organismele pentru bunastarea animalelor ar trebui, de asemenea, sa joace un
rol la nivel de unitate pentru a asigura coerenta;

e Comitetele nationale si autoritdtile competente ar putea contribui, de
asemenea, la promovarea coerentei.

' In scopul raportrii statistice, gradul real de severitate ar trebui si fie legat, in principal, de severitatea
procedurilor experimentale si nu de incidente independente precum declansarea unor boli sau inundarea custii.
Aceste tipuri de accidente se referd la probleme de sanatate sau la practici de crestere si de ingrijire si nu la
vatamari datorate procedurilor; cu toate acestea, ele ar trebui inregistrate, investigate In detaliu si monitorizate
pentru a preveni reaparitia acestora.
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Instrumente de monitorizare, mijloace si alte consideratii

e Utilizarea fiselor de notare ar trebui avutd in vedere in etapa de planificare a
proiectului;

e Fisele de notare ar trebui sa fie cat mai simple posibil, dar suficient de
detaliate si adaptate tipului de studiu;

e Fisele de evaluare elaborate anterior pot fi folosite daca acestea sunt adecvate
studiului, speciei si susei;

e Sistemele electronice de mentinere a evidentei pot contribui la asigurarea
coerentei si la facilitarea accesului la toate informatiile relevante;

e Este recomandata utilizarea unui limbaj si a unei terminologii standardizate;

e Datele inregistrate ar trebui s fie cit mai obiective posibil;

e Avantajele si dezavantajele sistemelor de (i) notare numericd si (ii) de
observare ,,binara” (in cazul in care indicatorii sunt marcati ca ,,prezenti” sau
»absenti”) ar trebui analizate de la caz la caz;

e Toate tipurile de inregistrare a observatiilor ar trebui sd includa posibilitatea
de a adauga text liber, precum si indicatori predeterminati astfel incét sa poata
fi inregistrare observatiile neasteptate;

e Este esentiald formarea efectiva a intregului personal relevant pentru a acoperi
in mod specific evaluarea severitatii si a bundstdrii, precum si tehnicile de
monitorizare;

e Ar trebui stabilit un plan de comunicare care sd cuprinda intreg personalul
relevant; acesta ar trebui sd includd un mecanism de comunicare rapidd a
rezultatelor neasteptate catre toate persoanele adecvate, si dacd este cazul,
catre autoritatea competenta;

e Monitorizarea ar trebui sa fie proportionala cu efectele anticipate — procedurile
care pot cauza suferintd ,,severd” vor necesita, In general, o monitorizare mai
frecventa si mai detaliata;

e Ar trebui sd existe criterii clare pentru interventie, de exemplu, daca sunt
observati parametri particulari sau daca se atinge un nivel predeterminat de
suferinta. Intreg personalul relevant ar trebui si cunoasci respectivele criterii,
modul in care trebuie sd actioneze si persoanele pe care trebuie sa le
contacteze in cazul in care acestea apar.

Daca procesul de evaluare a severititii este pus in aplicare in mod efectiv, animalele si
intreg personalul implicat in ingrijirea si utilizarea acestora vor beneficia de un grad
mai ridicat de bunastare a animalelor, de validitate stiintifica si de transparenta.

O buna comunicare interna si externa cu privire la procesul de evaluare a severitatii si
la punerea in aplicare a celor 3 R va genera avantaje chiar mai ample.
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Apendicele I
Glosar de observatii clinice

Succesul oricarei scheme de evaluare a severitatii depinde de selectia unor indicatori privind bunastarea care:

* sa poata fi recunoscuti imediat i in mod fiabil;

* sd fie eficienti in furnizarea unor masuri bune privind bunastarea;

* sa fie relevanti pentru studiul stiintific, specie si susa (daca este cazul);

* sa fie practici in ceea ce priveste punerea in aplicare si sd nu deranjeze in mod excesiv animalul si

* sa poata fi masurati, interpretati si analizati Tn mod coerent.

Prin urmare, este de dorit sa se adopte o abordare comuna cu privire la nregistrarea observatiilor clinice, Intrucét acest lucru va contribui la
dezvoltarea unor abordari coerente cu privire la clasificarea severitatii. Aceasta ar facilita comparatii ale constatarilor clinice ale diferitelor studii
si ar informa persoanele implicate in evaluarea severitatii.

Observatiile sunt structurate in urmatoarele sase categorii de nivel inalt:

Aspect / Functii fiziologice / Mediu / Comportamente / Indicatori specifici procedurii / Observatii libere

Categorii de nivel Aspecte vizate in momentul observirii | Indicatori specifici de monitorizat
inalt animalelor
Aspect Conditia corporala Pierderea/luarea in greutate
Obez
Slab
Conditia corporald a animalului, daca este disponibila
Starea blanii si a pielii Pilozitate
Neingrijit/nearanjat
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Blana unsuroasa

Naparlire

Deshidratare — incretirea pielii

Leziuni ale pielii — umflaturi; cruste; ulcer; rana/plaga

Colorarea fecalelor sau a urinei

Mucoase

Oculare; nazale; uro-genitale; colorarea porfirinei la unele specii, de
exemplu la sobolan

Ochi

Adanciti sau ,,tesiti”

Inchisi/semi-inchisi

Afectiune/rana a ochiului (de exemplu, ulcerare corneand)

Gura

Salivare

Malocluzie/dinti crescuti excesiv

Altele

,Expresie faciala a durerii” — de exemplu, ochi semi-inchisi si o
protuberanta la nivelul nasului la soareci

Crampe abdominale

O parte a corpului umflata, de exemplu abdomen umflat

Functii fiziologice

Respiratie

Respiratie accelerata (tahipnee)

Respiratie dificila (hiperpnee)

Respiratie foarte dificila (dispnee)

Suieraturi sau alte sunete Tn momentul respiratiei

Consumul de hrana/apa

Crescut/scazut

Temperatura corpului

Crescutd/scazuta; temperatura corpului masurata, daca aceasta este
disponibila (de exemplu, prin intermediul unui microcip sau dispozitiv de
telemetrie, termometru cu sau fara contact); culoarea extremitatilor la
rozatoare

Simturi

Probleme de vaz, auz sau echilibru

Mediu

Mediul din incinta, inclusiv asternut,
materiale pentru cuiburi, elemente de
imbunatatire

Prezenta si consistenta materiilor fecale

Asternut umed, de exemplu, ca urmare a poliuriei

Prezenta vomei sau a sangelui

Daca animalul foloseste elemente pentru imbunatatire, de exemplu material
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pentru cuiburi, piese de ros

Comportamente Interactiune sociala Modificarea de la  temperamentul normal —  interactiuni
aprehensive/agresive cu alte animale; anxietate (de exemplu, reactii marcate
de evadare, ascundere)

Izolat sau retras de alte animale din grupul social

Comportamente nedorite Comportament repetitiv/ stereotipizat
Smulgerea parului (rozatoare), tricotilomanie
Agresivitate crescuta in raport cu oamenii sau cu alte animale

Postura si mobilitate Postura anormala
Mers anormal; schiopatare; lipsa miscarii/letargie/reticenta la miscare in
cazul 1n care este stimulat
Miscari necoordonate
Abdomen aplecat; cap aplecat

Altele Tremur
Crize/convulsii/spasme
Vocalizare; spontand sau invocatd. (Nota — Unele specii, de exemplu,
rozatoarele, vocalizeaza de regula in intervalul de sunete ultrasonice, prin
urmare, vocalizarile care pot fi auzite reprezinta o preocupare deosebita.
De asemenea, vocalizarile iepurilor sunt, in general, imperceptibile de
catre oameni, cu exceptia cazului cand animalul prezinta o suferinta).

Indicatori specifici | Acestia sunt identificati pe baza | De exemplu, intr-un model EAE indicatorii pot include: pierderea tonusului

procedurii proiectului individual, a potentialului sdu | cozii, sldbirea membrelor posterioare, slabirea membrelor anterioare,

de efecte adverse si a indicatorilor

neasteptati ai acestora

paralizie, pierderea functiei vezicii urinare

Observatii libere

O schema a evaludrii severitatii ar trebui sa includa intotdeauna posibilitatea de a nota toate observatiile cu privire la
impacturile negative neasteptate asupra bundstarii.
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Apendicele 11
Bibliografie generala, orientari si resurse online privind evaluarea bunastarii
animalelor supuse unor proceduri stiintifice

American College of Laboratory Animal Medicine (ACLAM) (2006) Guidelines for the
Assessment and Management of Pain in Rodents and Rabbits, disponibil la adresa
http://www.tinyurl.com/65ez5vh

Assessing the Health and Welfare of Laboratory Animals (AHWLA) resursa de formare. A se
vedea http://www.ahwla.org.uk/index.html

Canadian Council on Animal Care (CCAC) Welfare assessment. A se vedea
http://www.ccac.ca/ click pe Three Rs microsite, apoi cdutare dupa expresia ,,welfare
assessment” (engleza sau franceza)

Categorising the severity of scientific procedures on animals - Summary and reports from
three round-table discussions edited by Jane A. Smith and Maggy Jennings on behalf of the
Boyd Group and the RSPCA, July 2004

Publicat de RSPCA Research Animals Department

FELASA Working Group on the Reporting of Clinical Signs in Laboratory Animals (2012) —
(sub tipar)

Institute for Laboratory Animal Research (ILAR) (2008) Recognition and Alleviation of
Distress in Laboratory Animals. Washington, DC: National Academies Press

Institute for Laboratory Animal Research (ILAR) (2009) Recognition and Alleviation of Pain
in Laboratory Animals. Washington, DC: National Academies Press. A se vedea
http://dels.nas.edu/animal_pain/

Johansen R, Needham JR, Colquhoun DJ, et al. (2006) Guidelines for health and welfare
monitoring of fish used in research. Laboratory Animals 40: 323-340

Joint Working Group on Refinement (2011) A guide to defining and implementing protocols
for the welfare assessment of laboratory animals. Laboratory Animals 45: 1-13

Leach MC et al. (2008) Identification of appropriate measures for the assessment of
laboratory mouse welfare. Animal Welfare 17: 161-170

National Centre for the Three Rs (NC3Rs) Welfare assessment. A se vedea
http://www.nc3rs.org.uk/welfareassessment

National Health and Medical Research Council (2008) Guidelines to Promote the Wellbeing
of Animals used in scientific purposes: The Assessment and Alleviation of Pain and Distress
in Research Animals. Canberra: Guvernul Australiei. A se vedea http://www.nhmrc.gov.au si
cautare dupa “pain and distress”

Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) (2000). Guidance
Document on the Recognition, Assessment, and Use of Clinical signs as humane endpoints
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for experimental animals used in safety evaluation. OECD Environmental Health and Safety
Publications Series on Testing and Assessment nr. 19. Paris: OECD

Wells DJ, Playle LC, Enser WEJ, et al. Assessing the welfare of genetically altered mice.
Versiunea integrald la http://www.nc3rs.org.uk/gamice. Rezumatul in Laboratory Animals
40: 111-114

Workman P et al. (2010) Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research.
British ~ Journal of  Cancer 102: 1555-1577,  disponibil ~ la  adresa
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2883160/?tool=pubmed

1.2 Sugestii de reviste utile pentru informatii suplimentare

http://www.applied-
ethology.org/applied_animal behaviour science.html

Applied Animal Behaviour Science

Animal Technology and Welfare http://www.iat.org.uk/publications/atw.htm

Animal Welfare http://www.ufaw.org.uk/animal.php

Contemporary Topics in

Laboratory Animal Science and
Journal of the American Association
for Laboratory Animal Science

http://www.aalas.org/publications/index.aspx#ct

Lab Animal and Lab Animal
Europe

http://www.labanimal.com/laban/index.html
http://www.labanimaleurope.eu/

Laboratory Animals http://la.rsmjournals.com/

1.3 Sugestii de cuvinte cheie pentru ciautarea in literatura de specialitate

Urmatoarele cuvinte cheie sunt utile atunci cand se cautd informatii privind evaluarea
severitatii:

evaluare prejudiciu | . .. . e - .
afecta © Pre indicatori pozitivi | scara de severitate
beneficiu
bunastarea puncte finale - ... . | comportament de
. . bunastare pozitiva <
animalelor umanizate boala
. evaluare calitativa
suferinta .
. nevol a stres
animalelor .
comportamentului
evaluare evaluare obiectivd | calitatea vietii suferinta
. . evaluarea
disconfort durere ameliorare C e
bunastarii
. . indicator de
suferinta evaluarea durerii fise de notare <
bunastare
evaluarea - . . rezultate ale
e e masurarea durerii sistem de notare e
prejudiciilor bunastarii
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Referinte privind clasificarea gradului real de severitate

CCAC (1998) Guidelines on: Choosing an Appropriate Endpoint in Experiments Using
Animals for Research, Teaching and Testing. Canadian Council on Animal Care, disponibil
la adresa: http://www.ccac.ca/en_/standards/guidelines (engleza) si
http://www.ccac.ca/fr_/normes/lignes_directrices (franceza)

FELASA Working Group on Pain and Distress (1994) Pain and distress in laboratory rodents
and lagomorphs. Laboratory Animals 28: 97-112

Jones HRP, Oates J and Trussell BA (1999) An applied approach to the assessment of
severity. In: Hendriksen CFM. & Morton DB (eds), Humane Endpoints in Animal
Experiments for Biomedical Research. Proceedings of the International Conference, 22-25
November 1998, Zeist, The Netherlands. Royal Society for Medicine Press Ltd., London
pp 40-47

LASA /APC (2008) Final Report of a LASA/APC Working Group to Examine the Feasibility
of Reporting Data on the Severity of Scientific Procedures on Animals. Disponibil la adresa:
http://www.lasa.co.uk/publications.html

Morton, DB and Hau J (2011) Chapter 18: Welfare assessment and humane endpoints. In
Handbook of Laboratory Animal Science, 3™ Edition, Volume 1 Essential Principles and
Practices. Hau J and Schapiro, SJ (eds), CRC Press LLC, USA, pp 535-572

Prescott MJ, Morton DB, Anderson D, Buckwell A, Heath S, Hubrecht R, Jennings M, Robb
D, Ruane B, Swallow J and Thompson P (2004) Refining dog husbandry and care, Eighth
report of the BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group on Refinement.
Laboratory Animals 38 Suppl 1: S1:1-S1:94

Wolfensohn S and Lloyd M (2003) Handbook of Laboratory Animal Management and
Welfare, 3" Edition. Blackwell Publishing Ltd, Oxford (a patra editie in pregatire)

(Toate URL-urile au fost consultate ultima data la 24 mai 2012.)
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Exemple pentru ilustrarea procesului de clasificare a severitatii, de evaluare zilnica si de evaluare a gradului real de
severitate

Bruxelles, 11 ianuarie 2013

Documentul de lucru privind un cadru de evaluare a severitatii elaborat de grupul de experti al Comisiei Europene si aprobat de autoritatile
nationale competente pentru punerea in aplicare a Directivei 2010/63/UE privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice in cadrul
reuniunii acestora din iulie 2012 a recomandat elaborarea unor exemple pentru a ilustra ,,procesul de evaluare a severitatii, de evaluare
zilnica si de evaluare a gradului real de severitate” si punerea acestora la dispozitia comunitatii stiintifice.

In acest sens, grupul de experti a elaborat o serie de exemple pentru a ilustra modul in care procesul descris in documentul de lucru ar putea
fi aplicat in cazul diferitelor proceduri. Exemplele sunt menite sa sprijine autoritatile competente, utilizatorii, tehnicienii veterinari, medicii
veterinari si toate celelalte categorii de personal relevante pentru a asigura faptul ca durerea, suferinta si stresul animalelor sunt in mod
eficient prevazute, recunoscute, ameliorate, dacd este posibil, si evaluate in mod coerent pe durata procedurilor. Prezentul document a fost
aprobat de catre autoritdtile nationale competente pentru punerea in aplicare a Directivei 2010/63/UE in cadrul reuniunii acestora din
23-24 ianuarie 2013.

Este esential ca, atunci cand exemplele sunt utilizate, sa fie luati in considerare o serie de factori importanti:
e Se presupune cd, pe intreaga duratd a procesului, sunt puse in aplicare bune practici privind adapostirea, cresterea si ingrijirea;
procedurile de Tmbunatatire; educatia si formarea; competenta de evaluare; colectarea si aplicarea informatiilor actuale privind
inlocuirea, reducerea si imbunatatirea, precum si conceptul experimental.

e Fisele de notare din cadrul exemplelor sunt elaborate astfel incat sa completeze — si nu sa substituie — decizia formulata de
personalul instruit, competent si empatic. Scopul este de a permite o observare, o evidenta si o evaluare mai sistematice si mai
obiective ale suferintei si nu de a trece peste rationamentul profesional.
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Fiecare exemplu se referd la o situatie ipotetica, dar realista. Nu ar fi adecvat sa se includa toate detaliile care ar fi disponibile in
practica, dar sunt incluse suficiente detalii pentru a explica modul in care procesul a fost aplicat.

Astfel cum s-a precizat in documentul de lucru, este esential sa se analizeze si sa se adapteze evaluarea severititii in functie de
specie, susa si procedura astfel cum este efectuata in unitatea individuald de utilizare. Pe aceasta baza, grupul de experti recomanda
categoric evitarea utilizarii sistemelor de tabele si fise de notare din exemple exact in forma in care sunt prezentate, inclusiv pentru
aceleasi proceduri. Toate protocoalele de evaluare a severitatii ar trebui reexaminate cu regularitate in vederea eficacitatii si
revizuite ori de cate ori este necesar.

Exemplele fac, de asemenea, obiectul revizuirii, pe masura ce sporesc cunostintele cu privire la indicatorii de durere, suferinta si
stres si pe masura ce abordarile cu privire la evaluare si la clasificarea severitatii se modificd. Fiecare exemplu este prevazut cu o
datd, a se verifica website-ul CE http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/interpretation_en.htm pentru actualizari.

Ar fi binevenit feedback-ul cu privire la utilitatea exemplelor, precum si sugestii referitoare la alte proceduri care trebuie incluse; va
rugam sa trimiteti observatiile dumneavoastra la adresa env-laboratory-animals@ec.europa.eu
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 1 — Studii oncologice (1a si 1b)
Ultima actualizare:05/02/2013

1. Modelele animale in studiile oncologice (1a si 1b)
Context general: Evaluarea in vivo a noilor agenti anticancerigeni

Cancerul este o cauza majora de deces in tdrile dezvoltate, iar imbatranirea populatiei umane va conduce in mod inevitabil la cresterea
implicatiilor bolii. In 2010, probabilitatea de deces cauzat de cancer in UE inainte de varsta de saptezeci de ani a fost de aproximativ unul la
sapte cazuri. Prin urmare, este necesara dezvoltarea de medicamente noi mai eficiente pentru tratarea cancerului. Printre beneficii se vor numara
reducerea mortalitatii cauzate de cancer, precum si imbunatatirea calitatii vietii pentru cei care se vor imbolnavi de cancer in viitor.

Modelele animale sunt utilizate in prezent pentru dezvoltarea de noi medicamente pentru tratamentul cancerului, in plus fatd de modelarea pe
calculator si metodologiile in vitro cum ar fi testele de cultura celulard. Din momentul in care selectivitatea si activitatea compusilor au fost
confirmate in vitro, numai compusii care prezinta caracteristici favorabile sunt testati pe animale. Studiile privind tolerabilitatea sunt efectuate pe
grupuri mici de animale pentru a stabili doza maxima tolerata (DMT) si caracterul adecvat al regimului de dozare anterior deruldrii de studii mai
ample privind eficacitatea.

Severitatea efectelor asupra animalelor va depinde de modelele si de scopul studiului. De exemplu, mentinerea liniilor celulare tumorale nu ar
trebui sd aiba un impact semnificativ asupra bunastdrii, cu conditia respectarii bunelor practici pe durata studiului, inclusiv monitorizarea
adecvata a animalului si sacrificarea timpurie prin metode umane. Cu toate acestea, este probabil ca studiile in vederea evaludrii tratamentelor
noi Tn modelele metastatice sa prezinte o preocupare deosebita in ceea ce priveste bundstarea din cauza dezvoltdrii de tumori multiple si a
posibilelor efecte adverse ale medicamentelor citotoxice.

Au fost publicate o serie de orientari privind bunastarea si utilizarea animalelor in cercetarile in domeniul cancerului, de exemplu, in British
Journal of Cancer (Workman et al. 2010). Acestea ofera o prezentare detaliata cu privire la diferitele modele tumorale la animale care sunt

disponibile, modul in care acestea au un impact asupra animalelor si metodele prin care suferinta poate fi redusad la minimum.

Doua exemple care ilustreaza modele animale oncologice cu grade de severitate diferite sunt incluse aici.
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Referinta

Workman et al. (2010) Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research. British Journal of Cancer (2010) 102(11), 1555 - 1577;
descarcare gratuita de la adresa http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2883160/pdf/6605642a.pdf

1 (a) — Mentinerea liniilor celulare tumorale umane la soarecii nuzi imunocompromisi

Unele linii celulare tumorale umane nu se reproduc in mod fiabil in culturi si ocazional este necesara caracterizarea si mentinerea liniilor celulare
umane in cadrul unui model xenogen in vivo.

Studiu

30 de soareci nuzi masculi de tip BALB/C vor fi injectati subcutanat pe partea stanga cu 10* HCT 116 suspensie celulara in 0,1 ml solutie salina.
Animalele vor fi addpostite In grup in custi ventilate individual (IVC) cu asternut si materiale pentru cuib. Bunastarea animalelor va fi evaluata
zilnic, iar animalele vor fi cantarite o datd la patru zile. Indivizii vor fi palpati pentru depistarea tumorilor la fiecare doua zile si toate tumorile
detectabile vor fi, de asemenea, masurate cu ajutorul unui subler o datd la doud zile. Animalele vor fi sacrificate in ziua 15 pentru recoltarea
tumorilor.

Evaluare prospectiva initiala si analiza unor imbunatitiri specifice si a unor puncte finale de sacrificare prin metode umane

Ce actiuni asupra | Ce vor experimenta animalele? Céita | In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?
animalelor presupune | suferinta ar putea fi cauzata? Ce ar

studiul? putea sa o inrautiteasca?
Efecte adverse Metodologie si interventii Puncte finale de sacrificare
Mentinerea soarecilor | Animalele sunt sensibile la infectie Adapostire in sisteme IVC si | Orice animal care prezinta semne de
imunocompromisi practici de crestere adaptate pentru | imbolnavire va fi sacrificat
a reduce la minimum riscul de
contaminare

Animale addpostite 1n grup si
imbunatatiri aduse mediului de
viata pentru a reduce stresul
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Cresterea si ingrijirea vor fi
revizuite in cazul in care se observa
semne de suferintd, agresiune sau
comportamente anormale

Injectare subcutanata
de celule tumorale

Disconfort tranzitoriu in urma injectarii

Injectie efectuata o singura data

Se wva injecta un  volum
corespunzator (maximum 0,2ml)
Animalele vor fi monitorizate
indeaproape in perioada imediat
urmatoare injectarii

Animalele vor fi sacrificate prin
metode umane in cazul In care, In
urma injectarii, se observa mai mult
decat o suferinta sau un disconfort
superficial, fard o recuperare rapida
(foarte rar)

Extinderea tumorii Poate cauza disconfort sau poate afecta
comportamentul sau locomotia normala
Tumora se poate infecta sau poate
ulcera (dar nu ar trebui s intre in

metastaza)

Extinderea tumorii va fi masurata o
data la doua zile

Schema de monitorizare va include
observarea atentd a posturii, a
mersului precum si a dimensiunii $i
starii tumorii

Animalul va fi sacrificat daca
tumora ulcereaza sau daca afecteaza
comportamentul, postura sau
locomotia normald sau daca
depaseste 1,2 cm 1n diametru
(Workman et al. 2010)

Analiza

Se estimeaza cad animalele vor suporta doar un disconfort SUPERFICIAL si vor fi sacrificate in cazul in care problemele de sanatate sau cele

legate de bunastare depasesc acest nivel.

Prin urmare, este adecvata o clasificare prospectiva a gradului de severitate de nivel SUPERFICIAL.

La sfarsitul modelului este inclus un model de fisa de observatie completata.

Observatii clinice

A fost elaborata o fisd de notare de baza axatd pe dimensiunea tumorii, greutate corporald, posturd si mers deoarece erau preconizate putine alte
semne clinice. A fost inclus un spatiu pentru semnele clinice neasteptate, pentru ca acestea sa fie inregistrate ca text liber. Inserarea notatiei
NAD (nu sunt depistate anomalii) confirma faptul ca animalele au fost verificate si nu a au fost observate anomalii. Un exemplu este inclus in

cele ce urmeaza.
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Rezultate

e Nu a fost Inregistrata o pierdere semnificativa in greutate la niciun animal.

e La5 animale nu a fost observata o crestere a tumorii.

e La 25 de animale tumorile s-au dezvoltat pe partea injectatd. Tumorile nu au afectat comportamentul normal si au avut un diametru de
maximum | cm in ziuva 14 atunci cand animalele au fost sacrificate in conformitate cu protocolul de studiu in vederea recoltérii tumorilor.

e Intr-o singurd cusca s-a inregistrat un comportament agresiv si au avut loc citeva incdierari; un animal prezenta rani in urma musciturilor la
nivelul cozii si pe spate si a fost separat intr-o cusca individuald, ranile au fost dezinfectate local pana la vindecarea acestora, iar animalul a
fost pastrat pana la incheierea procedurii.

Evaluarea gradului real de severitate

e 290 de animale au incheiat studiul fara a suporta mai mult de o suferinta superficiala legata de injectare si cresterea tumorilor.
Gradul real de severitate pentru acestea a fost considerat SUPERFICIAL. 1 animal a prezentat rani prin muscare care au fost tratate in mod
eficient. La animalul respectiv, a existat o suferintd aditionald ca rezultat al agresiunii, dar aceasta a fost independentd de procedura.
Incidentele au fost gestionate in mod eficient, iar suferinta a fost redusa la minimum. Desi nivelul de suferintd suportat de animalul respectiv
a fost unul moderat, intrucat incidentul a fost independent de procedura, gradul real de severitate al procedurii care trebuie raportat a fost
considerat cel SUPERFICIAL.

Exemplu de fisa de observatie (completata pentru cazul ipotetic)

Extinderea tumorii la soarecii nuzi — Procedura si fisa de observatie
Cusca 1 — Soareci nr. 1-5
Data Procedura Dimensiunea | Greutate (g) Observatii clinice — a se verifica cu atentie
tumorii (cm) postura si mersul

28.02 Injectie s.c. 1-21 Nu sunt semne de probleme privind bunastarea in
2-22 urma injectiilor
3-21
4-22
5-22
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01.03 Nu sunt depistate anomalii (NAD)
02.03 Palpare NAD
03.03 NAD
04.03 Palpare 1-21 NAD
2-22
3-21
4-22
5-22
05.03 NAD
06.03 Palpare NAD
07.03 Unele comportamente agresive; fard rani evidente
08.03 Masurarea |1-0,1 1-21 Soarecele 1 prezenta rani prin muscare la nivelul
tumorii 2-0,1 2-22 cozii si pe spate — tratament local; transferat in
3-0,1 3-21 cusca individuala. O cutie-cuib a fost furnizata
4 —nuexista |4-22 pentru animalul adapostit individual, dar fost
tumora 5-22 scoasa din cusca In care un ramas restul de patru
5-0,2 soareci pentru eventualitatea in care aceasta a
determinat agresiunea
09.03 Rani dezinfectate pentru soarecele nr. 1, cu
evolutie bund; niciun semn de agresiune intre
celelalte animale ramase
10.03 Masurarea | 1-0,2 Réni dezinfectate pentru soarecele nr. 1
tumorii 2-0,1
3-0,1
4 —nu exista
tumora
5-0,2
11.03 Rani dezinfectate pentru soarecele nr. 1
12.03 Masurarea | 1- 0,4 1-22 Rani vindecate in cazul soarecelui nr. 1,
tumorii 2-03 2-22 intreruperea dezinfectarii.
3-0,3 3-21
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4 —-nuexista | 4-21
tumora 5-2
5-0,5
13.03 NAD
14.03 Sacrificarea
st recoltarea
tumorilor.
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1 (b) Eficacitatea noilor agenti farmaceutici asupra extinderii tumorii — Procedura in mai multe etape

Studiul vizeaza evaluarea eficacitatii noilor agenti in termeni de reducere sau de stopare a cresterii celulelor tumorale. Tumora trebuie sa fie bine
stabilitd Tnainte ca tratamentul sa poata incepe (de regula, un diametru de 0,5 cm este suficient) — din cauza duratei studiului, unele tumori se pot
dezvolta pana la un diametru de maximum 1,2 cm, de regula in grupul martor tratat cu vehicul. Medicamentele citotoxice pot provoca unele
efecte adverse asupra bunastarii.

30 de soareci masculi nuzi de tip BALB/C vor fi injectati cu celule tumorale cu un ritm scazut de crestere (0,1 ml). Bundstarea animalelor va fi
evaluata zilnic, iar animalele vor fi cantarite o data pe saptamana timp de 3 sdaptamani consecutive. Extinderea tumorii va fi masurata cu ajutorul
unui subler in ziua 7 si in ziua 14; 1n ziua 20, tumorile vor fi masurate din nou, animalele vor fi distribuite aleatoriu si se va incepe tratamentul
sub forma unor injectii intra-peritoneale de doua ori pe zi timp de 7 zile.

Evaluare prospectiva initiala si analiza unor imbunaétitiri specifice si a unor puncte finale de sacrificare prin metode umane

b ]

Ce actiuni asupra | Ce vor experimenta animalele? Citi | In ce mod va fi redusi la minimum suferinta?
animalelor presupune | suferinta ar putea fi cauzata? Ce ar
studiul? putea si o inrautiteasca?
Efecte adverse Metodologie si interventii Puncte finale de sacrificare
Mentinerea soarecilor | Animalele sunt sensibile la infectie Adapostire In IVC si practici de | Orice animal care prezintd semne de
imunocompromisi crestere adaptate pentru a reduce la | boli intercurente va fi sacrifica
minimum riscul de contaminare t
Animale addpostite in grup si
imbunatatiri aduse mediului de
viata pentru a reduce stresul
Cresterea si ingrijirea vor fi
revizuite in cazul in care se observa
semne de suferintd, agresiune sau
comportamente anormale
Injectare subcutanata | Disconfort tranzitoriu in urma injectdrii | Injectie efectuatd o singurd data Animalele vor fi sacrificate prin
de celule tumorale Se va injecta un  volum | metode umane in cazul in care, in
corespunzator (maximum 0,2ml) urma injectarii, se observa mai mult
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Animalele vor fi monitorizate
indeaproape 1in perioada imediat
urmatoare injectarii

decat o suferintd sau un disconfort
superficial, fard o recuperare rapida
(foarte rar)

Extinderea tumorii

Poate cauza disconfort sau poate afecta
comportamentul sau locomotia normald
Tumora folositd se poate infecta sau
poate ulcera (dar nu ar trebui sa intre in
metastaza)

Observarea zilnica a animalelor,
monitorizarea regulatd a starii
generale de sdnatate si a extinderii
tumorii

Schema de monitorizare va include
observarea atentd a posturii, a
mersului 1 a dimensiunii si starii
tumorii

Interventiile  farmaceutice  vor
incepe atunci cand tumora ajunge la
un diametru de 0,5 cm (masurata cu
ajutorul unui subler)

Animalul va fi sacrificat daca
tumora ulcereaza sau daca afecteaza
comportamentul,  postura  sau
locomotia normald sau daca
depaseste 1,2 cm 1In diametru
(Workman et al. 2010)

Injectarea intra-
peritonealda a noului
agent farmaceutic

Disconfort tranzitoriu in urma injectarii
Medicamentele citotoxice pot cauza
diaree, pierdere in greutate, anorexie
sau letargie

Animalele vor fi monitorizate
indeaproape 1in perioada imediat
urmatoare injectarii

Volum maxim de 10ml/kg zilnic
timp de 7 zile

Vor fi utilizate dozele minime
(determinate 1n wurma studiilor
privind dozarea)

Se va utiliza un sistem de notare
clinica pentru evaluarea bunastarii

Animalele vor fi sacrificate daca

pierderea 1n greutate depaseste
20% din greutatea corporald
initiald. Animalele care nu se

hranesc sau care prezintd diaree mai
mult de 48 de ore vor fi sacrificate.
O limita superioara a notdrii clinice
va fi stabilita ca punct final de
sacrificare printr-o metoda umana.

Analiza

Ca urmare a dimensiunii tumorii, a potentialului crescut de ulcerare, a frecventei injectiilor si a efectelor adverse ale medicamentelor
administrate, o clasificare prospectiva a severititii de nivel MODERAT este adecvata in acest caz.
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Este posibil ca limita de severitate si fie SUPERFICIALA?
Foarte putin probabil, cu exceptia cazului in care obiectivele stiintifice ar putea fi atinse cu puncte finale stabilite mai devreme, de exemplu prin
reducerea dimensiunii maxime a tumorii. Acest lucru ar implica, de asemenea, injectarea de medicamente intr-o doza cunoscuta ca nefiind

susceptibila si cauzeze efecte clinice adverse semnificative. In aceste circumstante, ar putea fi considerati adecvat un grad de severitate de nivel
SUPERFICIAL.

Observatii clinice
La sfarsitul modelului sunt incluse o fisa de observatie si un model de fisd de notare.

Rezultate

Dintre cei 30 de soareci masculi de tip BALB/C, 25 au fost folositi pentru evaluarea eficacitatii; 10 animale au primit medicamentul B in doza H,
10 medicamentul B in doza X si 5 medicamentul C in doza Y.

Evaluarea gradului real de severitate

¢ 3 animale nu au dezvoltat tumori si au fost sacrificate ca fiind inutilizabile in cadrul experimentului —- SUPERFICIAL

e 2 animale au dezvoltat ulceratii la locul injectarii tumorii Tnainte de inceperea tratamentului si au fost sacrificate - MODERAT

e 10 animale carora li s-a administrat medicamentul B in doza H au prezentat tumori care au ramas relativ mici, fara o pierdere in greutate
semnificativa si fara semne clinice - SUPERFICIAL

e 7 animale cdrora li s-a administrat medicamentul B Tn doza X au prezentat o scddere a dimensiunii tumorii, o pierdere in greutate de 15 %,
materii fecale moi, dar au fost pastrate pana la sfarsitul experimentului - MODERAT

e 3 animale carora li s-a administrat medicamentul B in doza X au prezentat o scddere a dimensiunii tumorii, o pierdere in greutate de 15 %,
materii fecale moi, anorexie si erau foarte letargice; acestea au fost sacrificate printr-o metoda umana in ziua 25 — SEVER

e 5 animale carora li s-a administrat medicamentul C in doza Y au prezentat o crestere constatd a dimensiunii tumorii, greutatea corporald a
crescut, niciun semn clinic in afard de extinderea tumorii. Animalele au fost sacrificate atunci cand dimensiunea tumorii a depasit 1,2 cm —
MODERAT
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Exemplu de fisa de notare

Animal nr.

Data

01.06

02.06

03.06

04.06

Aspect

Greutate corporald

Starea blanii

Functii fiziologice

Dispnee si/sau
tahipnee

Aportul de hrana

Mediu

Materii fecale moi
sau diaree

Sange in diaree

Comportamente

Manipulare

Agresiune

Mers anormal

Postura anormala

Reticentd la miscare

Indicatori specifici p

rocedurii

Dimensiunea
tumorii

Ulcerarea tumorii

Tumora impiedica
miscarea

Punctaj total

Alte observatii
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Exemple de punctaje clinice

Aspect \ Punctaj
Greutate corporala

Pierdere in greutate de 5-10 % 1
Pierdere in greutate de 11-15 % 2
Pierdere in greutate de 16-20 % 3
Pierdere in greutate de 20 % + HEP
Starea blanii

Blana usor neingrijita 1
Pilozitate usoara 2
Pilozitate accentuatd 3
Functii fiziologice

Tahipnee (respiratie rapida) 1
Dispnee (respiratie greoaie) 3
Mediu

Materii fecale moi sau diaree 1
Sange in diaree HEP
Comportament

Tensionat si nervos la manipulare 1

In suferinti accentuati in momentul 3
manipularii, de exemplu tremur,

vocalizare, agresiv

Locomotie

Mers/postura usor anormala 1
Mers/postura in mod semnificativ 2
anormala

Probleme de mobilitate 3
semnificative/reticenta la miscare

Actiuni
Punctaj 1 | Revizuirea frecventei monitorizarii
5 Luarea in considerare a unei Ingrijirii
suplimentare, de exemplu, aport de fluide
4 Consultarea unui medic veterinar
6 Aplicarea punctului final de sacrificare prin

metode umane
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Imobilitate >24h | HEP
Indicatori specifici procedurii

Dimensiunea tumorii >1,2cm HEP
Ulcerarea tumorii HEP
Tumora Tmpiedicd miscarea HEP
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 2 — Encefalita autoimuna experimentala (EAE) la soareci
Ultima actualizare: 05/02/2013

Context general

Encefalomielita autoimund experimentalda (EAE) este folosita pentru a prezenta modele ale diferitelor aspecte ale sclerozei multiple (SM) la
rozatoare si primate. SM este o tulburare neurologicd multiforma, complexad care se manifesta la adultii tineri. Printre simptome se numara
inflamarea, demielinizarea si pierderea axonald. Modelele animale sunt utilizate pentru a efectua cercetdri cu privire la fiziopatologia bolii si
pentru a evalua potentialele strategii protective sau curative, inclusiv imunomodularea, imuno-protectia, regenerarea axonald si repararea
mielinei. Caracteristicile multiforme-multifazice ale SM necesita utilizarea unor modele adecvate pentru abordarea aspectelor specifice
referitoare la diferitele stadii ale bolii.

EAE implica generarea de activitate la nivelul sistemului imunitar care vizeaza mielina, fapt care provoaca o reactie inflamatorie la nivelul
sistemului nervos central si deschiderea barierei de trecere a sangelui in creier. Aceasta poate cauza un sindrom neurologic sever la modelul
animal, care ar trebui urmat de o recuperare partiala in timpul primei etape recurent remisive cronice. Aceasta etapa este asociatd cu inflamatia si
demielinizarea reversibild. Dupd 9-10 sd@ptamani, animalul va intra in forma progresiva care este asociatda cu demielinizarea cronica si pierderea
axonala. In aceastd etapd este posibila evaluarea diferitelor strategii terapeutice. Punctele finale de sacrificare prin metode umane si stiintifice
trebuie alese cu atentie, tinand seama de obiectivele studiului.

Referinte

Emerson MR et al. (2009) Enhancing the ability of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis to serve as a more rigorous model of Multiple
Sclerosis through refinement of the experimental design. Comparative Medicine. 59: 112-128

Miller SD et al. (2010) Experimental Autoimmune Encephalomyelitis in the mouse. Current Protocols in Immunology. 88: 15.1.1 — 15.1.20
Weissert R (ed) (2012) Experimental Autoimmune Encephalomyelitis - Models, Disease Biology and Experimental Therapy, In Tech, DOI:
10.5772/1190, http://www.intechopen.com

Wolfensohn S et al. (in prep) Reducing suffering in Experimental Autoimmune Encephalomyelitis.
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Studiu

In acest exemplu, EAE va fi indusi la un numar de patru soareci masculi si patru soareci femele de tip Biozzi ABH (o susa folositi pe scara larga
consideratd cu valoare translationald ridicatd), pentru a evalua o posibild terapie pentru SM. In etapa initiali de planificare a proiectului,
utilizatorul are In vedere fiecare efect advers asupra animalelor si identifica cauzele potentiale de suferintd, Tn urma discutiilor cu tehnicianul
veterinar si personalul de ingrijire, precum si cu medicul veterinar. Acestia au cercetat modalitdti de imbunatatire, care sunt puse in aplicare in
cadrul proiectului. Soarecii vor fi adapostiti in grupuri de 4 de acelasi sex. O atentie deosebitd va fi acordatda mediului local, intrucat animalele cu
EAE vor avea deficiente motorii semnificative. Custile vor fi prevdzute cu pardoseala solida, asternut din rumegus, refugii adecvate si materiale
pentru asternut si piese de ros. Animalele vor fi tratate cu un adjuvant antiinflamator pentru a induce EAE si vor fi monitorizate pe perioada
recuperdrii si a etapei recurent remisive (9-10 saptdmani). Dupd dezvoltarea formei progresive, compusii terapeutici candidati vor fi evaluati pe
soareci In cadrul unui studiu de trei sdptamani.

Evaluarea prospectiva initiala si analiza unor ameliorari specifice si a unor puncte finale de sacrificare prin metode umane

Ce actiuni asupra
animalelor presupune
acest studiu?

Ce vor experimenta animalele? Cata
suferintd ar putea fi cauzata? Ce ar
putea si o inrautiteasca?

In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?

Efecte adverse

Metodologie si interventii

Puncte finale de sacrificare

Injectii  multiple
adjuvantul inflamator

cu

Disconfort sau durere ca urmare a
pregatirii injectiei

Posibilda reactie la locul
cauzand iritatie sau disconfort

injectiel,

Doze mici vor fi injectate in mai
multe locuri subcutanate (nu in
pernita labei sau la baza cozii)
Adjuvantul si vehiculul sunt create
astfel incat sa fie cat mai putin
posibil iritante

Animalele vor fi monitorizate dupa
injectare

Animalele vor fi sacrificate printr-o
metoda umana in cazul in care, in
urma injectarii, se observa mai mult
decat o durere sau o suferinta
moderata tranzitorie

Inducerea EAE —
sindrom neurologic
initial sever urmat de o
etapa de recuperare

Paralizie care poate cauza suferintd sau

anxietate: pierderea tonusului cozii,
slabirea membrelor posterioare,
hipomotilitate, paralizia membrelor,

disfunctie wurinard (incontinentd sau

retentie)

Functia urinara va fi monitorizata
prin controlul zilnic al vezicii
urinare. Vezica urinard va fi
evacuata manual daca este necesar
in cazurile de retentie
(monitorizarea atentd a semnelor de

HEP pentru oricare dintre

urmatoarele criterii:

e paralizie bilaterala a membrelor
anterioare timp de >24h

e paralizie bilaterald a membrelor
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durere sau suferintd cauzate de
golirea vezicii urinare)

Daca animalele prezintd
incontinenta, cusca va fi verificatd
in mod frecvent pentru asternutul si
materialul de asternut umed;
inlocuirea acestuia cu materiale noi
daca este necesar

Vor fi furnizate refugii si materiale
de asternut adecvate

Pierdere semnificativd in greutate (de
exemplu, de pana la 35 %)

Se va asigura accesul constant la
apa si hrana, plasate in recipiente
pe podeaua custii

Greutatea corporala si starea
generala vor fi monitorizate zilnic
si notate cu o frecventa crescuta
(daca este necesar) din momentul
inceperii pierderii in greutate

Se va furniza hrana inmuiata si
complexe de lichide cu
suplimentare subcutanata daca este
necesar

Evolutia clinica
recurent-remisiva

Deficiente neurologice cronice

Toti factorii de stres vor fi redusi,
inclusiv nivelurile de zgomot
Temperatura ambianta va fi ridicata
dupa caz, cu ajutorul pernelor de
incalzire, a asternuturilor si a
materialelor de asternut
suplimentare

posterioare de pana la 5 zile
orice semn de auto-mutilare
retentie urinara
persistentd/Incapacitatea de
urinare

pareza (pierderea capacitatii de
miscare; paralizie usoard)
pierdere 1n greutate de 35 %*
incetarea alimentarii cu hrana
sau apa timp de >24h dupa
declangarea bolii
nerecuperarea in urma EAE la
3 saptamani de la declansarea
bolii clinice

semne clinice de boala
intercurentd, de exemplu
curbarea spatelui
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Administrarea noului Disconfort cauzat de injectare Animalele vor fi monitorizate Animalele vor fi sacrificate printr-o

agent terapeutic (in Efecte secundare sau lipsa eficacitatii indeaproape in urma injectarii metodd umana daca se observa
timpul formei agentului agentului candidat oricare dintre indicatorii de mai sus
progresive) sau dacd apar efecte secundare

severe ca urmare a administrarii
noului agent terapeutic

* O pierdere in greutate de 35 % reprezinti un punct final extrem care necesiti o justificare stiintifici solidi. In acest caz, pierderea
semnificativd in greutate este inevitabila, iar animalele se pot reface prin acordarea unui sprijin adecvat, de exemplu caldurd suplimentara si
hranire aditionala, inclusiv hranire manuald daca este necesar. Punctul final de 35 % este stabilit pentru acest studiu special ca modalitate de a
reduce obligatia de a induce EAE la alte animale naive, care ar fi semnificativ mai mare in cazul unui punct final mai ,,conventional” (de
exemplu, 20 %).

Analiza

O clasificare prospectiva a severititii de nivel SEVER este considerata adecvata, intrucat se asteapta ca procedura sa cauzeze o prejudiciere
severa a bunastarii si conditiei generale a animalelor.

Este posibil ca severitatea si fie MODERATA?
Desi severitatea prospectiva a acestui model ar trebui sa fie Intotdeauna SEVERA din motivele subliniate mai sus, clasificarea retrospectiva a
severitatii poate fi MODERATA in functie de durata studiului si de punerea in aplicare de HEP timpurii, astfel cum se indica in exemplu.

Observatii clinice

Pe durata studiului, soarecii au fost monitorizati de catre tehnicienii veterinari si personalul de ingrijire folosindu-se un sistem de fise de notare
care 1n prealabil a fost adaptat la protocol in urma discutiilor cu utilizatorii, tehnicienii veterinari, personalul de Ingrijire si medicul veterinar.
Acesta a inclus parametri legati de greutate, starea blanii, tonusul cozii, controlul vezicii urinare, redresare, mers, pareza si semne avansate
(pozitie de odihna pe o parte; paralizie aproape completd; respiratie rapida, inceatd sau profundd). Deoarece proiectul a implicat proceduri
severe, animalele au fost monitorizate indeaproape si au fost efectuate revizuiri permanente ale gradului de severitate de catre utilizator, in
colaborare cu organismul pentru bunistarea animalelor, tehnicianul veterinar si medicul veterinar desemnat. In continuare este prezentat un
exemplu ilustrativ de fisa de notare.
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Exemplu de fisa de notare adecvata

Tabel. Fisa de notare clinica pentru soareci cu EAE

Data: |

Aspectul

Greutatea corporala

Starea blanii

Functii fiziologice

Controlul vezicii
urinare

Tonusul cozii

Respiratie

Mediu

Starea cuibului |

Comportament

Comportament social

Mers

Indicatori specifici procedurii

Pozitia de odihna pe o
parte

Momentul redresarii

Pareza

Paralizie

Alte observatii

(text liber)




Note: Fiecare indicator a fost evaluat in conformitate cu sistemul din tabelul de mai jos, unde (de exemplu) ,,1” ar trebui introdus in tabel in
M
dreptul criteriului ,,Tonusul cozii” daca se observa un nivel scazut de ridicare, iar ,,2” pentru ,,Starea cuibului” in cazul in care cuibul este

dezorganizat.

Tabel. Sistem de evaluare pentru indicatorii din fisa de notare clinica pentru EAE

Punctaj:

1 = Superficial

2 = Moderat

3 =Sever

Pierdere in greutate

Pandla 10 %

Intre 10 % si 20 %

Intre 20 % si 35 %

Starea blanii

Usor neingrijita

Lipsa aranjdrii

Pilozitate accentuata /prelungita

Controlul vezicii urinare
— incontinenta

Dovezi referitoare la un oarecare
grad de pierdere a controlului, de
exemplu, o cantitate mica de urina
in cuib

O ,,scdpare” mai pronuntatd a
urinei

Incontinenta

Controlul vezicii urinare
— retentie

Vezica urinara poate fi palpata,
dar se va goli in momentul
manipularii

Un efort usor mai mare pentru
golirea vezicii urinare

Incapabil de urinare fara asistenta;
semne de disconfort/suferinta in
timpul sau dupa golirea manuala

Tonusul cozii

Ridicare scazuta sau ondularea
cozii

Pierderea tonusului in jumatatea
distala a cozii

Pierderea integrala a tonusului
cozii

Respiratie: rapida, Usor Moderat Accentuat
inceata sau profunda
Starea cuibului Usor dezorganizat Cateva incercari de formare a Fara cuib

cuibului, dar dezorganizat

Comportament social

Nu se asteaptd nicio modificare in
cazul suferintei superficiale;
notarea incepe de la 2

Interactiune redusa cu alte
animale

Interactiune redusa considerabil;
pasiv

Mers Stangaci Taraind un membru posterior Isi tardie ambele membre
posterioare
Pozitia de odihna pe o Nu se asteaptd nicio modificare in | Nu se asteaptd nicio modificare in | Prezenta

parte

cazul suferintei superficiale sau
moderate; notarea incepe de la 3

cazul suferintei superficiale sau
moderate; notarea incepe de la 3

Timpul de redresare

Redresare inceata atunci cand este

Dificultate accentuata in

Incapacitatea de a se redresa 1n
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asezat pe spate

momentul redresarii

timp de 5 secunde de la asezarea
pe spate

Pareza

Abductie Inceatd a membrelor
anterioare atunci cand este asezat
pe spate

Intindere redusd a membrelor
anterioare atunci cand este asezat
pe spate

Fara abductia membrelor
anterioare

Paralizie completa sau
aproape completa

Nu se asteapta nicio modificare in
cazul suferintei superficiale sau
moderate; notarea incepe de la 3

Nu se asteaptd nicio modificare in
cazul suferintei superficiale sau
moderate; notarea incepe de la 3

Prezenta

Evaluarea gradului real de severitate

La sfarsitul procedurii, fisa de notare a fost revizuitd pentru fiecare animal in parte pentru a se analiza punctajul fiecarui indicator si modul in
care acesta a evoluat 1n timp.

e Doi soareci au pierdut 8 % din greutatea corporala in urma inducerii EAE, prezentau o bland usor neingrijita si abductie inceatd a membrelor
anterioare, dar toti ceilalti indicatori au fost notati cu 2 in primele 5 zile din proiect. Ulterior, notarea acestora a scazut la 1 sau 0 pentru

fiecare indicator in timpul etapei recurente/remisive si pe durata experimentarii medicamentului. Grad de severitate = MODERAT

e Trei soareci au pierdut Intre 22 % si 32 % din greutatea corporald si au avut un punctaj format dintr-o combinatie de 3, 2 si 1 in timpul etapei

recurente/remisive si pe durata experimentarii medicamentului. Grad de severitate = SEVER

e Un soarece a pierdut 37 % din greutatea corporald in timpul etapei de post-inducere si a fost sacrificat printr-o metodd umand. Grad de
severitate = SEVER

e Doi soareci au pierdut 15 % si, respectiv, 18 % din greutatea corporald si au avut un punctaj format dintr-o combinatie de 2 si 3 pentru toti
ceilalti indicatori in primele 4 zile ale studiului. Ulterior, acestia au fost notati cu o combinatie de 1 si 2 in timpul etapei recurente/remisive si

pe durata experimentarii medicamentului. Grad de severitate = SEVER

Nu a fost observata paralizie si s-a dovedit prea dificila evaluarea respiratiei in mediul din cusca, astfel incat acestea au fost eliminate din fisele
de inregistrare. Perioada crescuta petrecutd in refugii a fost frecvent notata in rubricile pentru text liber ca un indicator timpuriu al suferintei
astfel Incat aceasta a fost addugata in fise pentru proiecte viitoare.

6 animale considerate cu un nivel de suferinta SEVER, 2 animale considerate cu un nivel de suferinti MODERAT.
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Oportunitati pentru o aplicare sporita a celor trei R

Ulterior evaludrii gradului real de severitate, utilizatorii s-au consultat cu colegii si au cautat in literatura de specialitate modalitati suplimentare

de imbunatdtire. Urmatoarele imbunatatiri suplimentare au fost identificate:

e hranirea anterioard a animalelor cu suplimente alimentare cu valoare energetica ridicata, cum ar fi jeleuri sau lapte condensat, inainte de
administrarea adjuvantului

e utilizarea unei doze mai mici de adjuvant

e utilizarea unui protocol de studiu alternativ astfel incat durata proiectului sa poata fi redusa

Acestea au fost adaugate la protocol pentru studiile viitoare cu intentia de a compara nivelurile reale de severitate in vederea stabilirii eficacitatii
imbunatatirilor.
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 3 — Artrita
Ultima actualizare:05/02/2013

Context general

Modelele animale de artrita sunt folosite pentru a studia patogeneza bolii si pentru evaluarea potentialelor medicamente antiartritice pentru uz
clinic. Prin urmare, printre criteriile importante pentru selectarea modelului se numara similaritatile morfologice cu boala umana si capacitatea
modelului de a prezice eficacitatea compusilor terapeutici candidati la oameni.

Modelele animale folosite cel mai frecvent pentru artrita reumatoida includ: artrita indusa cu adjuvant la sobolan, artrita indusa cu colagen tip 11
la sobolan, artrita indusa cu colagen tip II la soarece si artrita indusa cu antigen la mai multe specii (Bendele, 2001). Injectarea la baza cozii este
folosita Tn mod curent deoarece oferd un raspuns imunogenic bun, desi in literatura de specialitate sunt raportate si alte locuri de injectare. De
asemenea, se inregistreaza variatii considerabile ale suselor in ceea ce priveste susceptibilitatea, severitatea si latenta la declansarea artritei. De
exemplu, susceptibilitatea liniilor modificate genetic (MG) de a dezvolta artritd poate fi modificata (consolidatd sau eliminatd) in functie de
efectele modificarilor genetice. La modelele animale de artritd care au fost folosite in mod frecvent si sunt astfel validate, declansarea bolii va
putea fi prezisa, iar tehnicile de evaluare vor putea fi bine definite si caracterizate. In astfel de modele, evaluarile multiple, inclusiv analiza
mersului si utilizarea filamentelor Von Frey, pot fi folosite comparativ cu masurile observationale individuale.

Trebuie notat faptul ca este necesard efectuarea de revizuiri regulate ale suselor disponibile, ale protocoalelor si ale modalitatilor de Tmbunatatire
astfel incat sa fie selectatd (selectate) cea mai adecvata (cele mai adecvate) pentru aspectul stiintific supus cercetarii pentru fiecare caz in parte
(Joe et al, 1999).

Modelul prezentat in acest exemplu este o artrita indusa cu colagen tip II la sobolani care poate cauza o suferinta severa. Prin urmare, furnizarea
unet justificari stiintifice pentru utilizarea acesteia constituie o obligatie absoluta. Sobolanii sunt imunizati impotriva colagenului heterolog tip II,
care produce leziuni similare celor observate in cazul artritei reumatoide umane (Bendele, 2001). Poliartrita rezultatd este caracterizata de o
distrugere accentuatd a cartilagiilor asociata cu o depunere complexd imuna pe suprafetele articulare, resorbtie osoasa si proliferare periosteala,
sinovitd moderatd spre accentuata si inflamare periarticulara.
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Studiu

In acest exemplu, artrita va fi indusa la un numar de 18 masculi si 18 femele sobolani de tip Lewis prin injectare repetati de FIA (adjuvant
Freund incomplet) si colagen. Locul injectarii va fi la baza cozii. Tratamentul zilnic va incepe dupa 10 zile (Z10), dupd instalarea artritei si se va
continua timp de alte 14 zile (pand in Z24). Scopul studiului va fi de a testa agenti terapeutici putativi. Datele publicate anterior cu privire la
compusii asociati au fost revizuite pentru a se analiza dacd administrarea de analgezice ar interfera cu obiectivele stiintifice si s-a stabilit ca
aceasta ar genera date experimentale confuze. Prin urmare, nu se vor administra analgezice pe durata instalarii artritei sau in cazul martorilor si
se va acorda o atentie deosebitd metodelor nefarmaceutice de atenuare a durerii (de exemplu, Imbunatatirea cresterii) pentru a ameliora suferinta.

Toate animalele vor fi observate si cantarite zilnic si notate pe o fisd de notare clinicd generald si vor fi testate Tn Z0 (inainte de prima injectare)
si in Z10 (inainte de Inceperea tratamentului), in Z13, Z16, Z20 si Z24. Testarea va include masurari indirecte ale alterarii functiei fizice precum
diametrul articulatiilor (masurat cu ajutorul sublerului) si notarea clinicd conform sistemului de notare pentru artritd. Se vor aplica puncte finale
de sacrificare prin metode umane pe baza punctajelor clinice (a se vedea mai jos).
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Evaluarea noilor agenti terapeutici farmaceutici intr-un model de artrita la sobolan (colagen tip II)
Grad de severitate SEVER

Ce actiuni asupra
animalelor presupune
studiul?

Ce vor experimenta animalele? Cata
suferinta ar putea fi cauzata? Ce ar
putea s o inrautiteasca?

In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?

Efecte adverse

Metodologie si interventii

\ Puncte finale de sacrificare

Maximum trei injectari
subcutanate de colagen
bovin tip II in adjuvant
Freund incomplet
(FIA)

Stres retinut

Durere tranzitorie, inflamare moderata
la locul injectarii st disconfort timp de
1-2 zile

Posibila ulcerare a pielii, dar putin
probabila in cazul FIA

Atitudini empatice si manipulare
competentd pe durata procedurilor
Doza si compozitie standardizate
alese astfel Tncat sa se reduca la
minimum inflamarea si durerea

In cazul in care ulcerarea pielii
persistd sau se infecteaza, animalele
vor fi sacrificate printr-o metoda
umana

Instalarea artritei (Z0-
710)

Disconfort, durere, incapacitate si
suferintd; animalul poate prezenta
semne de boald inclusiv aspect apatic,
inapetentd, reticenta la miscare,
pierdere 1n greutate, inflamarea
articulatiilor, sunete ce poate fi auzite
in momentul manipularii

Monitorizare clinica atenta utilizand
o fisd de notare clinica generala, cu o
crestere a frecventei monitorizarii in
momentul declangarii semnelor
clinice (de regula, incepand cu Z8-
710)

Furnizare de asternut moale si de
materiale pentru cuib suplimentare
pe durata studiului

Acces usor la apa si hrana (de
exemplu, pe podeaua custii) pe
durata studiului

Se va folosi un sistem de notare
clinica pentru artrita care evalueaza
gradul de inflamare si numarul de
articulatii afectate

Animalele vor fi sacrificate printr-o
metoda umana atunci cand ating
punctajele clinice prestabilite pentru
sacrificare printr-o metoda umana
(a se vedea tabelul de mai jos)

Administrarea de
agenti farmaceutici

Disconfort tranzitoriu in urma
injectarii

Monitorizare clinica atenta zilnica
folosind o fisd de notare clinica

Se vor aplica metode umane de
sacrificare daca se Inregistreaza
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(test si martor, de doua | Pe baza datelor anterioare obtinute pe | generala efecte adverse semnificative
ori pe zi) pe cale animale, nu se asteapta ca agentii
subcutanata sau farmaceutici sa cauzeze efecte adverse
intraperitoneala
(din D10 pana in Z24)
Evaluarea efectelor In functie de metodele utilizate, poate | Monitorizare clinici atent A se vedea tabelul de mai jos
agentilor farmaceutici | aparea o durere sau un disconfort Reducerea frecventei monitorizarii
asupra severitatii trecator aditional, de exemplu, (la frecventa minimd conforma
artritei (20, Z10, Z13, | utilizarea filamentelor Von Frey, obiectivelor stiintifice) pana la
716,720 si 7224) utilizarea sublerului, obligatia de recuperarea animalului
manipulare
Nota

Un sistem de notare clinica pentru artritd ar trebui discutat si aprobat de catre cercetator, chirurgul veterinar si tehnicienii veterinari si personalul
de ingrijire anterior Inceperii studiului.

Analiza

prospectiva a severitatii de nivel SEVER este considerata adecvata.

Este posibil ca severitatea si fie MODERATA?

Posibilitatea reducerii severitatii la un nivel moderat depinde de obiectivul studiului. De exemplu, In cazul monitorizarii frecvente si detaliate a
animalelor si atunci cand exista potentialul aplicarii de puncte finale timpurii (de exemplu, in momentul declansarii schiopatarii, dupa o perioada
de schiopatare usoard a unui singur membru sau in momentul utilizarii de metode de imagistica in-vivo pentru detectarea modificarilor timpurii
ale patologiei articulatiilor), ar putea fi posibild clasificarea severititii procedurii ca fiind MODERATA. Astfel de sacrificiri timpurii (de
exemplu, incheierea studiului in ziua 6 dupa procedura imagisticd) pot fi posibile in proiectele care investigheazd modificarile inflamatorii
timpurii. Tratamentul profilactic (initiat inainte de instalarea completd a artritei) cu agenti farmaceutici noi care au efecte antiinflamatorii
puternice si care atenueaza instalarea completa a artritei poate determina, de asemenea, o reducere a severitatii la un nivel MODERAT. Cu toate
acestea, tipul de studiu ilustrat aici vizeaza evaluarea tratamentelor in cazul artritei instalate complet si, prin urmare, clasificarea severitatii
ramane cea SEVERA.
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Este posibil ca severitatea sa depaseasca limita superioara?

In conformitate cu articolul 15 alineatul (2) din directiva, ,.statele membre se asigurd cd o procedurd nu este realizatd in cazul in care aceasta
presupune durere, suferinta sau stres severe care pot sa dureze mult timp si care nu pot fi ameliorate”. Prezentul studiu prezinta potentialul de a
cauza o suferintd severa timp de mai multe siptamani, putind fi considerata de durata. In cazul in care artrita se instaleazi la toate cele patru
membre, iar suferinta animalului nu este ameliorata, studiul s-ar situa peste limita superioara de severitate si ar fi necesard imbunatatirea
semnificativd a acestuia sau invocarea ,,clauzei de salvgardare” (articolul 55 din directivd) si solicitarea autorizatiei din partea Comisiei.

Cu toate acestea, in exemplul de fatd sunt aplicate masuri pentru reducerea suferintei — tinandu-se seama in acelasi timp de obiectivul stiintific —
inclusiv imbunatatirea compozitiei, a administrarii si a alegerii adjuvantului care permite instalarea artritei doar la membrele posterioare,
furnizarea unui mediu confortabil si acces usor la hrand si apd, un sistem de monitorizare cuprinzator si puncte finale de sacrificare prin metode
umane. Prin urmare, proiectul nu ar fi considerat ca depdsind limita superioard si poate fi autorizat cu conditia unei evaludri pozitive a
proiectului, inclusiv revizuirea prejudiciilor si a beneficiilor.

In cele ce urmeaza, este prezentat un exemplu de fisa de notare clinica pentru observarea zilnica a artritei la sobolani.

Data: | Ziua 1 | Ziua 2 | Ziua 3 ‘ Ziua 4

Aspect

Greutatea corporala

Deshidratare

Functii fiziologice

Dispnee

Tahipnee

Comportament

Reticent la miscare

Letargie/apatie

Imobilitate

Vocalizare

Indicator specific procedurii

Notarea labei artritice (a se |
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vedea tabelul 2)

Alte observatii

(text liber)

Punctaj total

Nota: Fiecare indicator a fost evaluat in conformitate cu sistemele prezentate in tabelele 1 si 2 de mai jos. De exemplu, daca cele doud membre

,»Indicator specific procedurii” ar trebui inserat 5 (tabelul 2). Actiunile si punctele finale stabilite mai jos iau in considerare cerinta de a evita
suferinta severd, dacd este posibil, dar nu presupun sacrificarea prin metode umane a animalelor inainte de obtinerea unor date suficiente,
intrucat aceasta ar face necesara utilizarea de alte animale naive.
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Tabelul 1. Sistem de notare a indicatorilor utilizati in fisa de notare clinica

Punctaj
Aspect
Normal, pierdere in greutate < 0
5%
Pierdere in greutate de 5-10 % 1
Pierdere in greutate de 11-15 % | 2
Pierdere in greutate de 16-20 % | 3
Pierdere in greutate de 20 % + | HEP
Lipsa ingrijirii 1
Piele incretitd/deshidratare 1
Functii fiziologice
Dispnee 2
Tahipnee 1
Comportament
Reticenta la miscare 1
Letargie/apatie 2
Imobilitate persistentd < 24h 3
Imobilitate >24h HEP
Vocalizare Tn momentul 1
manipularii
Vocalizare, tensionat si nervos | 2
in momentul manipularii
Vocalizare Tn momentul 3

miscarii/spontand

Indicator specific procedurii
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Tabelul 2. Indicator specific procedurii — punctarea labei

artritice

0 Normala

1 Eriteme si inflamarea unui glezne

2 Eriteme si inflamarea gleznei si a primei jumatdti a
articulatiilor tarsale

3 Eriteme si inflamarea gleznei si a tuturor articulatiilor
tarsale pana la articulatiile metatarsale

4 Eriteme si inflamarea intregii labe, inclusiv a

degetelor

Sistemul de punctare a poliartritei folosit ca indicator
specific procedurii se bazeazd pe nivelurile crescute de
inflamare si eriteme periarticulare. Punctajele se bazeaza pe
examinare fizica si inspectare vizuald si sunt folosite pentru
a calcula ,,un indice artritic” definit ca suma punctajelor

obtinute pentru ambele membre posterioare.




Notarea labei artritice (tabelul 0-8
2)

HEP: Aplicarea punctului final de sacrificare prin metode umane, indiferent de prezenta sau absenta altor semne clinice

Exemple de interventii adecvate ca raspuns la punctajele clinice totale

Actiuni care trebuie intreprinse Punctaj total
Cresterea frecventei monitorizdrii; luarea in calcul a unui aport de lichide/ingrijire >4
Revizuirea progresului impreund cu medicul veterinar 5-15
Sacrificare printr-o metoda umana >16

Nota: Punctajele totale sunt preluate din fisele de punctare clinica, completate in conformitate cu sistemele de punctare prezentate in tabelele 1 si
2. De exemplu, un animal cu o pierdere in greutate de 12 %, care prezintd o ingrijire redusa si inflamare a ambelor glezne posterioare are un
punctaj total de 5.

Evaluare retrospectiva:

36 de sobolani au fost imunizati cu colagen bovin tip II in adjuvant Freund incomplet (FIA). Toate animalele au dezvoltat artrita: punctarea labei
artritice a fost de 6 pand in Z10. Toate animalele au prezentat o pierdere in greutate cuprinsa intre 5-10 %. Masuratorile diametrului articulatiilor

apatie, vocalizare la atingere (in timpul observatiei si al schimbarii custii), alimentare scazuta si perioade de imobilitate.

e 12 animale au fost utilizate in grupul tratat cu solutie salina. Cele mai mari punctaje acordate labei artritice au fost cuprinse intre 6 si 8
pentru toate masuratorile (Z13, Z16, Z20 si Z24). Masuratorile diametrului articulatiilor au indicat, de asemenea, cresteri semnificative in
raport cu datele de referinta de fiecare data. Punctajele clinice s-au situat intre 4 si 8 cu o pierdere in greutate cuprinsa intre 5 % si 15 %,
cu exceptia unui animal care a prezentat o pierdere in greutate de 21 % in Z17 si care a fost sacrificat printr-o metoda umana.

Evaluare retrospectivi: SEVERA
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e 12 animale au fost tratate cu MEDICAMENTUL A intr-o doza scazuta. La toate animalele, punctajul labei artritice a fost acelasi cu cel
acordat pentru grupul tratat cu solutie salind pana in Z16.
In Z20, un singur animal avea un punctaj al labei de 8, celelalte punctaje se situau intre 6 si 7.
In Z24, cinci animale prezentau un punctaj al labei artritice usor mai scazut (5-7). Semnele clinice ale celor cinci animale au inregistrat o
usoara imbunatatire, insd greutatea corporald a scazut in continuare cu 5 % péana la 10 %; de asemenea, mobilitatea acestora in cuscd a
ramas scazuta.
Celelalte sapte animale nu au prezentat semne artritice si clinice reduse comparativ cu grupul tratat cu solutie salina.
Evaluare retrospectivi: SEVERA

e 12 animale au fost tratate cu MEDICAMENTUL A in doza ridicatii. In Z13 punctajele pentru labele artritice erau cuprinse intre 4 si 6;
diametrele articulatiilor indicau, de asemenea, o scadere nesemnificativa. Printre semnele clinice se numarau lipsa ngrijirii si o pierdere
in greutate < 10 %. In Z16, punctajele labelor artritice au scizut la 4, iar diametrele articulatiilor au prezentat reduceri semnificative.
Greutatea corporald s-a stabilizat in Z16. La unele animale a fost observatd in continuare reticenti la miscare. Incepand cu Z20,
inflamatia articulatiilor s-a redus la 2 si 4. Au fost observate comportamente normale in cusca. Greutatea corporala a revenit la nivelurile
de dinaintea procedurii.

Evaluare retrospectivi: SEVERA

Nota: Pana la sfarsitul studiului, in cel de-al treilea grup de 12 animale, agentul de testare , MEDICAMENTUL A” administrat in doza ridicata
s-a dovedit eficient in reducerea gradului real de severitate la nivelul moderat. Cu toate acestea, deoarece modelul presupunea instalarea
completa a artritei la toate animalele inainte de nceperea tratamentului, moment in care animalele au prezentat semne specifice clasificarii
severitatii la nivel ,,sever”, clasificarea gradului real de severitate pentru animale a rdmas cea severa.

Intrucat proiectul implica proceduri severe, trebuie efectuate revizuiri permanente ale severitatii de cétre utilizator, in colaborare cu organismul
pentru bundstarea animalelor, tehnicianul veterinar si medicul veterinar desemnat, pentru a sigura faptul cé cei trei R sunt aplicati constant.
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 4 — Accident vascular cerebral
Ultima actualizare:05/02/2013

Context general

Accidentul vascular cerebral este definit ca o pierdere sau o alterare a functiei fiziologice normale rezultatd dintr-o aprovizionare insuficienta cu
singe a unei parti a creierului. In pofida unei mai bune intelegeri a patofiziologiei afectiunilor vasculare cerebrale, tratamentul eficient al
accidentelor vasculare cerebrale rdmane in continuare o necesitate medicald neindeplinita, iar cercetdrile in derulare vizeaza identificarea unor
masuri preventive si terapeutice adecvate.

Trei tipuri diferite de accidente vasculare cerebrale pot fi observate la pacientii umani: accident vascular cerebral ischemic, hemoragie
intracerebrala si hemoragie subarahnoidiand, dar majoritatea modelelor animale disponibile in prezent se bazeaza pe tipul ischemic. Modelele
accidentelor vasculare cerebrale, prin insdsi natura acestora, reprezintd o provocare din perspectiva bunastarii animalelor. O buna interactiune si
comunicare intre toti cei implicati in procedurile stiintifice (medici veterinari, cercetatori, tehnicieni veterinari si personal de ingrijire) este
esentiala pentru a se asigura cd existd un echilibru adecvat intre atingerea unui model valid Tn acest domeniu de cercetare si reducerea la
minimum a suferintei animalelor.

Accidentul vascular cerebral este indus in mod curent la rozatoare prin blocarea temporara sau permanenta a arterei cerebrale medii (ocluzie a
arterei cerebrale medii; modelul MCAO). Modelul ,, MCAQO” vizeaza reproducerea in mod experimental a ischemiei cerebrale focale care are loc
in accidentele vasculare cerebrale si a fost folosit Tn mod extensiv pentru a studia mecanismele de afectare, pentru a identifica potentiale tinte si
pentru a testa agenti neuroprotectivi putativi. Au fost identificate diferente intre suse la soareci si sobolani, precum si influenta complexa si
semnificativa a varstei, a sexului si a comorbidititilor precum diabet, hipertensiune si ateroscleroza. In timp ce cercetirile preclinice in domeniul
atacurilor vasculare cerebrale recurg deseori la rozatoare mascul tinere si sdnatoase, impactul factorilor de tipul celor mentionati mai sus poate fi
explorat folosind modele prezentdnd comorbiditate (de exemplu, sobolani cu hipertensiune spontana, diabet indus cu streptozotocina (STZ) la
sobolani). In astfel de cazuri cu comorbiditate, ar putea fi necesare observatii mai atente ale semnelor clinice si puncte finale de sacrificare prin
metode umane mai timpurii (HEP).

Intr-un concept de studiu standard, animalele sunt antrenate s efectueze anumite teste comportamentale anterior procedurii MCAO. Pe durata

perioadei terapeutice, stabilita Tn conformitate cu mecanismul de actiune a medicamentelor si obiectivul studiului, animalelor li se administreaza
compusul testat. Analiza rezultatelor ar trebui sd includa informatii privind dimensiunea infarctului, rata de mortalitate, frecventa complicatiilor
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(de exemplu, hemoragie subarahnoidiana), impreuna cu evaluarea functionald si neurologica pentru monitorizarea progresului. Imagistica cu
rezonantd magneticd (MRI) in serie s-a dovedit un instrument important pentru obtinerea de informatii cu privire la variatia dimensiunii
infarctului in timp, dar aceasta poate furniza, de asemenea, informatii suplimentare cu privire la fluxul sanguin sau starea metabolica. Pot fi
incluse, de asemenea, puncte finale histologice, biochimice si moleculare.

Existd mai multe teste comportamentale care pot fi aplicate in cazul modelelor de accidente vasculare cerebrale. Cele mai simple metode includ
sisteme de punctare neurologica care evalueaza starea neurologica globala si teste de plasare a membrelor utilizate pentru a masura reflexele
motorii. Acestea sunt utilizate, in general, pentru a evalua animalele in etapa acuti ulterioara accidentului vascular cerebral. In studiile pe termen
lung, pot fi folosite teste mai complexe pentru a evalua functiile senzoriale si motorii (de exemplu, testul cu eticheta adeziva bilaterala, deplasare
pe grinda, tija rotativa sau scari) si functiile cognitive precum memoria (de exemplu, teste de evitare pasiva sau evaludri ale strategiilor de
invatare).

O bund practica in materie o reprezinta efectuarea unui grup de teste comportamentale, inclusiv cel putin unul pentru fiecare etapa (acuta si pe
termen lung) astfel incat sd se culeaga informatii cuprinzdtoare cu privire la impactul asupra functiilor senzoriale, motorii si cognitive. Testele
trebuie alese cu grija pentru a capta toate efectele strategiilor terapeutice putative. Nu sunt incluse aici descrieri detaliate ale fiecaruia dintre
testele comportamentale, si nici a regimurilor de instruire, dar pentru o trecere in revistd si discutii cuprinzatoare cu privire la folosirea acestora,
a se vedea Schaar et al. (2010).
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Studiu
Eficacitatea unui nou agent terapeutic asupra firului intraluminal in modelul ocluziei arterei cerebrale medii (MCAO) la sobolani

In acest exemplu, 40 de sobolani tineri masculi de tip Sprague-Dawley (300-350g) vor fi supusi unei proceduri MCAO permanente folosindu-se
tehnica filamentului intraluminal sub anestezie generald. Sobolanii vor fi distribuiti aleatoriu (n=10/grup) pentru a primi fie vehicul (10ml/kg),
fie un nou agent test (compus A) la 1, 3 sau 10 mg/kg, administrat intravenos intr-o vena de la nivelul cozii timp de o ora dupd 30 de minute de
la MCAO. Dozele ulterioare (vehicul sau compus A la 1, 3 sau 10 mg/kg) vor fi administrate intra-peritoneal la 6 si 24h de la MCAO. Sobolanii
vor fi initial adapostiti In perechi 1n custi solide prevazute cu podea cu asternut gros si materiale pentru cuib. Hrana va fi restrictionata inainte de
perioada de instruire pentru a facilita performanta la testul pe scard, o sarcind motivata de aparitia senzatiei de foame. Animalele vor dispune de
hrana ad libitum timp de 6 ore anterior interventiei chirurgicale si timp de 6 zile ulterior MCAO pentru a imbunatati luarea in greutate si
recuperarea post-operatorie.

Rezultatele functionale vor fi evaluate zilnic cu ajutorul unui sistem de punctare neurologica (scara Bedersone; a se vedea Schaar et al. 2010) si
al testelor comportamentale (eticheta adeziva bilaterald si deplasarea pe barna); Testul pe scard va fi, de asemenea, efectuat zilnic incepand cu
ziua 7 ulterioara MCAO, pentru a permite un timp suficient pentru recuperarea post-operatorie inainte de reintroducerea restrictiei alimentare.
Nu se asteaptd ca testele comportamentale sa cauzeze o suferintd semnificativa. Imagistica prin rezonantd magnetica (MRI) va fi efectuata pe
sobolani anesteziati 1n zilele 1, 7, 14 si 28 pentru a evalua volumul leziunilor. Toate animalele vor fi sacrificate dupa 28 de zile de la MCAO.
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1%

Evaluarea prospectiva initiala si ana

liza unor imbunatitiri specifice si a unor puncte finale de sacrificare prin metode umane

Ce actiuni asupra animalelor
presupune studiul?

Ce vor experimenta animalele?
Cata suferinta ar putea fi cauzata?
Ce ar putea sa o inrautiteasca?

In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?

Efecte adverse

Metodologie si interventii

Puncte finale de

sacrificare

Instruire preoperatorie in cadrul
testelor comportamentale pe o
perioada de 2-3 saptamani:
testul cu eticheta adeziva
bilaterald (pentru lipsa de atentie
contra-laterald), deplasarea pe
barna (pentru coordonarea
membrelor posterioare) si testul
pe scara (pentru folosirea
competenta a labelor membrelor
anterioare)

Un nivel minim de stres/anxietate
poate fi cauzat inainte de obisnuirea
animalelor cu mediul de testare,
intrucat testarea implica mutarea
animalelor in Tncaperi/ringuri noi

Obisnuirea progresiva cu
echipamentele de testare

Manipulare calma, empatica.

Eliminarea din sesiunea de
instruire daca sunt
observate semne de
suferinta

Animalele care nu ating o
performanta de referinta
intr-un timp prestabilit vor
fi excluse din studiu

Restrictionarea hranei (85-90 %
din cantitatea de hrana la
dispozitie) pre-operator si din
ziua 7 de la MCAO pentru a
facilita performanta la testul pe
scard

Infometare usoara; posibild frustrare
si anxietate

Pierderea in greutate nu va depasi
10 %, in caz contrar restrictionarea
hranei va fi suspendata

Daca sunt observate
probleme
comportamentale cauzate
de lipsa aportului de hrana,
animalele vor fi excluse
din studiu

Sub anestezie generald, ocluzie
tranzitorie (90 min) a arterei
cerebrale medii cu ajutorul unui
filament intraluminal introdus
prin artera carotidd comund

Durere si disconfort asociate
interventiei chirurgicale

Posibile complicatii chirurgicale
neasteptate, de exemplu, hemoragie

Utilizarea de anestezice adecvate si
cu efect aversiv minim cu
analgezice adecvate (si anume,
eficiente insa cu proprietati
neuroprotective minime)

Animalele vor fi
sacrificate printr-o metoda
umana daca survine
oricare dintre urmatoarele
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subarahnoidiana, afectiune retinala
ipsilaterald, formare de trombi
intraluminali, edeme cerebrale,
implicarea hipotalamusului rezultand
hipertermie sau necroza musculara
temporald. Acestea se pot prezenta in
mai multe moduri diferite, de
exemplu prabusire brusca, paralizie,
inclinatii severe ale capului, crize

Aversiune si posibile efecte ale
anesteziei asupra variabilelor
fiziologice (precum, hipotermie,
hipotensiune, hipoxie)

Aport nutritional scazut rezultat din
nivelul redus de constienta,
masticatie deficitara si motilitate
redusa, in general in primele 48h de
la MCAO

Gradul de deficit locomotor care ar
putea cauza stres si/sau frustrare

Chirurg bine instruit folosind o
tehnica chirurgicald aseptica
adecvata (cu revizuiri regulate ale
ratelor de succes)

Mentinerea homeostazei pe durata
anesteziei

Utilizarea monofilamentelor si a
tehnicii chirurgicale standardizate
pentru a reduce variabilitatea si
complicatiile rezultate din leziunile
extinse

Ingrijire postoperatorie intensiva
pentru primele 3-5 zile, inclusiv
surse de caldura externe

Controale regulate ale greutatii
corporale; observarea si Ingrijirea
zilnica a plagii

Furnizarea de hrana si apa usor
accesibile pe durata perioadei de
recuperare sau hrand suplimentara
(hrana terciuita, lichide) si asistenta
in vederea hranirii daca este
necesar; rehidratare (de exemplu,
prin injectarea de solutie salind),
dacad este necesar

probleme tehnice
semnificative in
timpul interventiei
chirurgicale
nerevenirea
completa din
anestezie

semne de
complicatii
chirurgicale
neasteptate

daca pierderea in
greutate a
animalului
depdseste 20 % din
greutatea
preoperatorie, in
pofida hranirii
suplimentare si/sau
a rehidratarii sau
dacd acestea raman
imobile mai mult
de 24 de ore
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Teste comportamentale (testul
cu eticheta adeziva bilaterala si
testul de deplasare pe barna)
intreprinse zilnic din 1 pana in
ziua 28 de la MCAO; testul pe
scard este efectuat zilnic
incepand cu ziua 7 de la MCAO

Este posibil ca animalele sa resimta
sarcinile ca fiind stresante daca
abilitatile lor motorii au fost afectate

Monitorizarea indicatorilor
comportamentali de anxietate sau
suferinta

Animalele vor fi observate in
permanenta de cdtre personal cu
experienta

In mod obisnuit, este
stabilit un timp maxim
pentru efectuarea sarcinii
solicitate si este acordat un
punctaj final

Administrarea noului agent
terapeutic pe cale s.c/ 1.v/ 1.p.
inainte si/sau dupa interventia
chirurgicala
(profilactic/terapeutic)

Disconfort tranzitoriu asociat caii de
administrare

Nu se asteapta efecte adverse la
dozele administrate

Administrare in conformitate cu
bunele practici folosind calea de
administrare si tehnicile cel mai
putin dureroase/traumatizante
posibil in concordanta cu
obiectivele stiintifice.

Animalele vor fi observate
indeaproape in vederea identificarii
efectelor adverse ale substantelor
de test

Animalele vor fi
sacrificate printr-o metoda
umana daca sunt notate
efecte secundare severe
cauzate de noii agenti
terapeutici

MRI longitudinala sub anestezie
in zilele 1, 7, 14 s1 28 de la
MCAO

Anestezie repetata

Aversiune si posibile efecte ale
anesteziei asupra variabilelor
fiziologice (precum hipotermie,
hipotensiune, hipoxie)

Utilizarea de anestezice adecvate cu
efect aversiv minim

Mentinerea homeostazei pe durata
anesteziei, inclusiv terapia cu
lichide 1naintea sau pe durata
acesteia daca sunt probleme legate
de deshidratare si incalzire pentru a
mentine normotermia

Animalele care nu-si revin
complet din anestezie vor
fi sacrificate

Animalele vor fi
sacrificate printr-o metoda
umana daca homeostaza
nu poate fi mentinuta in
urma recuperarii
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Analiza

Modelul este considerat SEVER din cauza procedurii chirurgicale implicate, a efectelor adverse (dar, de reguld, tranzitorii) ale MCAO asupra
bunastarii animalului si a posibilitatii unor complicatii perioperatorii semnificative. Cu toate acestea, impactul negativ asupra bunastarii
animalului poate fi redus prin Ingrijire postoperatorie intensiva in primele 48h si o monitorizare atentd a etapei urmatoare — cu luarea de actiuni
prompte daca apar probleme. Din punct de vedere experimental, atentia acordatda modalitdtilor de imbunadtdtire si standardizarea fiecdrei
proceduri individuale pot conduce la o incidenta redusd a complicatiilor si a variabilitatii si, prin urmare, la 0 mai bund calitate a datelor si o
reducere a numdrului de animale folosite.

Prin urmare, o clasificare prospectiva a severitatii de nivel SEVER este adecvata.

Este posibil ca severitatea si fie MODERATA?

Desi severitatea prospectivi a modelului ar trebui si fie intotdeauna SEVERA din motivele subliniate mai sus, incidenta efectelor severe poate fi
redusd prin actiunea operatorilor experimentati, impreuna cu supravegherea veterinard de specialitate si ingrijirea animalelor si interventii
timpurii convenite in cazul in care apar complicatii. O severitate MODERATA ar putea fi autorizati in unele situatii, dar numai punctual pentru
grupuri de cercetare individuale care au un istoric dovedit in materie de experientd in legaturd cu acest model particular si este cunoscuta
capacitatea acestora de a utiliza modelul fara a cauza un nivel de suferintd peste nivelul moderat.

Observatii clinice
Animalele sunt monitorizate cu cea mai mare grija in etapa postoperatorie. Analgezicele si terapia de sustinere la nivel local sunt furnizate in
madsura in care sunt necesare.

La sfarsitul exemplului este inclus un model de sistem combinat de punctare neurologicd/clinica utilizat pentru a contribui la monitorizarea
conditiei clinice a animalelor pe durata procedurii.
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Rezultate

Toate animalele, cu exceptia unuia din grupul tratat cu vehicul, s-au recuperat in urma interventiei chirurgicale, firda complicatii
neasteptate, datorita sprijinului perioperator intensiv acordat.

- Toate cele 10 animale tratate cu vehicul au obtinut cel mai mic punctaj neurologic pe durata studiului, insotit de o performanta slaba in
cadrul testelor comportamentale comparativ cu animalele tratate. Punctajul clinic a fost similar celui al animalelor tratate in perioada
imediat urmatoare efectuariit MCAO (primele 48 de ore), ulterior fiind inregistrate diferente in randul animalelor din grupul tratat cu
vehicul:

. 1 din 10 a trebui sa fie sacrificat in ziua 2 post-operator ca urmare a unei pierderi in greutate de >20 % (in pofida alimentatiei
aditionale si a rehidratarii).
Evaluare: SEVER

o 6 din 10 au dezvoltat un deficit neurologic moderat, dar au prezentat o imbunatatire minima a punctajului clinic in timp.
Evaluare: SEVER
o 3 din 10 animale au dezvoltat un deficit neurologic moderat si au prezentat o reducere graduald a punctajului clinic in timp,

rezultat posibil din abilitatea acestora de a compensa si de a se adapta la deficitele neurologice pe termen lung.
Evaluare: MODERAT

- Toate cele 20 de animale tratate cu compusul A in doze mai mici (1 si 3 mg/kg) au prezentat o imbunatatire a punctajului neurologic la
48 de ore de la MCAO impreund cu o Tmbunatatire a punctajului clinic.
Evaluare: MODERATA

- Toate cele 10 animale tratate cu compusul A in doza cea mai mare (10 mg/ kg) au prezentat o imbunatatire a punctajului neurologic
comparativ cu grupul tratat cu vehicul la 24 de ore de la MCAO, doar o pierdere in greutate mica (5 %) la 24 de ore de la interventia
chirurgicala si o Tmbunatétire semnificativa a punctajului clinic la 48 de ore de la MCAO.
Evaluare: MODERATA

Evaluarea gradului real de severitate

7 animale au fost considerate ca suportand un grad de severitate SEVER; 33 de animale au suportat un grad de severitate MODERAT
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Sistemul de punctare

Evaluarea severitdtii este realizatd printr-o combinatie de observatii clinice generale (greutate corporald, aspect, comportament, mediul din
cuscd), impreund cu o evaluare neurologica specifica procedurii. Scara Bederson este o evaluare neurologica globala elaboratd pentru a masura
deficitele neurologice in urma unui accident vascular cerebral. Se utilizeazad o scara de notare de 0-3, unde O=normal si 3=cel mai ridicat nivel de
dizabilitate. Testele includ flexiunea membrelor anterioare, rezistenta la impingere laterala si miscare circulara.

gradul 0: niciun deficit observabil

gradul 1: flexiunea membrelor anterioare

gradul 2: rezistentd scazutd la impingere laterald (si flexiunea membrelor anterioare) fara miscare circulara

gradul 3: acelasi comportament precum cel de gradul 2, cu miscare circulara

HEP: punct final de sacrificare prin metode umane

\ Punctaj

Aspect
Pierdere 1n greutate de 5-10 % 1
Pierdere in greutate de 11-15 % 2
Pierdere in greutate de 16-20 % 3
Pierdere 1n greutate de + 20 % HEP Actiuni
Blana usor neingrijita 1
Pilozitate usoara 2 Punctaj 1 | Revizuirea frecventei monitorizarii
Pilozitate accentuata 3 . — .
Comportament Furnizarea de ingrijire suplimentara, de
Mers usor anormal 1 4 exemplu, aport de lichide si alimente sub
Mers accentuat anormal 2 forma lichida terciuite
Probleme de mobilitate semnificative 3 5 Revizuirea progresului impreund cu medicul
Imobilitate >24h HEP veterinar
Incordat si NETvos in j[1mp1'11 fnampulérn 2 Aplicarea unei punct final de sacrificare prin
Intr-o suferintd semnificativd in momentul | 3 12

T metode umane
manipularii, de exemplu, tremur,
vocalizare, agresiv
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Mediu

Cuib usor dezorganizat 1
Cuib care cu greu poate fi recunoscut 2
Fara cuib 3
Punctaj neurologic

Flexiunea membrelor anterioare 1
Rezistentd scazuta la impingere laterala (si | 2
flexiunea membrelor anterioare) fara

miscare circulara

Acelasi comportament precum cel de gradul | 3
2, cu miscare circulara

Actiuni — Trebuie notat faptul ca, intrucat complicatiile chirurgicale sunt observate, in general, imediat in perioada de recuperare
postoperatorie, monitorizarea atenta si competenta si aprecierea empaticd sunt esentiale in primele 24 de ore pentru a se asigura faptul ca sunt
identificate efectele adverse si sunt luate masuri pentru abordarea acestora si ca animalele sunt sacrificate printr-o metodd umana in cazul in care
suferinta lor depdseste nivelul sever.

Exemplu de fisa de observatie individuala (zilele 0-4)

Ziua 0 1 2 3 4
Aspect

Greutate corporald(g) (punctaj) 320 (0) 292 (1) 285 (2) 287 (1) 292 (1)
Starea blanii

Bland neingrijita/pilozitate 1 1 0 1 0
Comportamente

Mers 3 2 2 2 1
Raspuns la manipulare 0 0 2 0 0
Mediu

Starea cuibului 3 2 1 0 0
Punctaj neurologic  specific 2 2 1 1 1
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procedurii

Punctaj total 9 8 8 5 3

Volumul leziunilor (evaluare 1%

MRI)*

Alte observatii Recuperat fara Se deplaseaza Teste Blana mai putin Teste
evenimente in prin cuscd si a comportament | ingrijita azi, dar comportamentale
urma interventiei incercat sd faca | ale, anxios la | greutatea este finalizate, mai putin
chirurgicale, fara un cuib inceput, dar stabild, iar cuibul anxios, mers
complicatii finalizate toate, | este structurat imbunatatit in mod
Dozat la 30 de cuib mai semnificativ
minute si la 6 ore structurat

* ,volumul leziunilor” (evaluat cu ajutorul MRI) este inclus pentru ca cercetatorul sa 1l completeze la sfarsitul studiului. Datele pot fi ulterior

animalelor si ale procedurilor.
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 5 — Producere de anticorpi policlonali l1a soarece
Ultima actualizare: 05/02/2013

Context general

Obiectivul principal al producerii de anticorpi la animalele de laborator este de a obtine antiseruri cu un titru ridicat si un grad ridicat de afinitate
pentru uz experimental sau in cadrul testelor de diagnosticare.

O mare parte din biologia si biochimia moderna se bazeaza pe disponibilitatea de anticorpi foarte specifici pentru a fi utilizati Intr-o varietate de
tehnici precum imunohistochimie, ELISA, imunoprecipitare si immunoblotting. Astfel, generarea de cantitati mari de anticorpi specifici
directionati catre proteine sau peptide de interes este esentiald pentru succesul multor programe de cercetare de baza sau aplicata.

In acest exemplu, este folosit un iepure pentru a forma anticorpi la peptide mici considerate importante in regularizarea diviziunii celulare, ca
parte a unui program de cercetare implicand studii biochimice ale diviziunii celulare la mamifere.

Referinte

Canadian  Council on  Animal Care  guidelines on; antibody  production  (2002). Disponibil la  adresa
http://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Antibody_production.pdf

EFPIA/ECVAM (Diehl K-H et al.) (2001) A good practice guide to the administration of substances and the removal of blood, including
routes and volumes. Journal of Applied Toxicology 21: 15-23

JWGR (2001) Refining procedures for the administration of substances. Laboratory Animals35: 1-41

Keating SCJ, Thomas AA, Flecknell PA & Leach MC (2012) Evaluation of EMLA cream for preventing pain during tattooing of rabbits:
changes in physiological, behavioural and facial expression responses. PLOS ONE7(9): e44437 (acces liber, http://www.plosone.org)
Leenars M, Hendriksen CFM (2005) Critical steps in the production of polyclonal and monoclonal antibodies: evaluation and
recommendation. ILAR Journal. 46:269-279

Stills HF (2005) Adjuvants and antibody production: Dispelling the myths associated with Freund’s complete and other adjuvants. ILAR
Journal. 46:280-293

UFAW/RSPCA (2008) Refining Rabbit Care: A Resource for Those Working With Rabbits in Research.Southwater, UK: RSPCA (disponibil
gratuit la adresa http://www.rspca.org.uk/researchrabbits)
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Studiul

Din experienta anterioara s-a stabilit ca un singur iepure ar trebui sd furnizeze suficient material pentru fiecare peptida studiatd. Iepurele va fi
adapostit intr-un tarc pe podea Intr-un grup stabil de iepuri compatibili (folositi, de asemenea, pentru producere de anticorpi), dotata cu un spatiu
adecvat pentru Imbunatatire, exercitii si comportament social normal (UFAW/RSPCA 2008). Animalul va fi imunizat cu un amestec de
antigen/adjuvant. La momente prestabilite, vor fi recoltate cantititi mici de singe pentru a se stabili daca imunizarea s-a realizat cu succes. In
momentul Tn care se obtine un titru adecvat de anticorpi, animalul este exsanguinizat sub anestezie profunda fara recuperare pentru colectarea
anticorpilor din sange.

Manipularea iepurilor poate fi stresanta si ar trebui efectuatd numai de catre personal competent si empatic. Comportamentul iepurelui poate fi
dificil de interpretat si o buna practica constd in cunoasterea literaturii de specialitate referitoare la comportamentul si bunastarea iepurilor. De
exemplu, literatura recenta a indicat faptul ca iepurii pot afisa ,,expresiile faciale ale durerii” in anumite circumstante (Keating et al. 2012), iar
potentialul utilizarii acestora ca instrument de evaluare a bunastarii ar trebui examinat de la caz la caz.

Din cauza imunogenicitatii scazute a peptidelor cu catend scurtd, este necesara administrarea acestora in combinatie cu un adjuvant. Adjuvantul
Freund complet (FCA) a fost utilizat anterior, dar, in prezent, sunt disponibili adjuvanti sintetici care sunt, de asemenea, eficienti In aceasta
procedura, prezentand un grad minim de iritare.

Evaluare prospectiva initiala si analiza unor imbunatitiri specifice si a unor puncte finale de sacrificare prin metode umane

Ce actiuni asupra animalelor | Ce vor experimenta animalele? | In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?
presupune studiul? Cata suferinta ar putea fi cauzata?
Ce ar putea s o inrautiteasca?

Efecte adverse Metodologie si interventii Puncte finale de sacrificare
Imunizare cu antigen si Disconfort in urma injectarii Volumul, compozitia si frecventa Animalul va fi sacrificat
adjuvant; trei injectii Pot aparea umflaturi nedureroase ca | injectiilor vor fi in conformitate cu | printr-o metodd umana
subcutanate 1n zilele 8, 22 s1 37 | raspuns la administrarea adjuvantului | orientarile privind bunele practici daca existd semne de
Posibilitate (rard) de ulcerare la locul | (de exemplu, EFPIA/ECVAM sau | disconfort, durere sau
injectarii JWGR), in mod obisnuit un numar | suferinta prelungitd (de
maxim de patru locuri si 0,25 exemplu, atentie constanta
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ml/loc
Toate ulcerele vor primi imediat
tratament veterinar adecvat

asupra locului injectarii
sau umflaturi) sau in cazul
in care formele de ulcer nu
se vindeca

Prelevare de mostre de sange
pentru evaluarea raspunsurilor
anticorpilor (maximum 5)

Capturarea, manipularea si retinerea
care pot fi stresante

Disconfort minor asociat intepaturii
de ac

Risc scazut de hemoragie sau de
formare de hematoame

Prelevarea se face dintr-o vena
superficiald (ureche).

Cantitati mici de sange (<5ml)
prelevate numai pentru a se verifica
titrul anticorpilor

Aplicarea de presiune la locul
prelevarii

Daca animalul devine
excesiv de stresat din
cauza procedurii,
prelevarea va fi aménata
pana cand comportamentul
animalului revine la
normal

Exsanguinare sub anestezie
generala

Disconfort minor si posibila
aversiune la agent pe durata inducerii
anesteziei

Utilizarea unui agent anestezic cu
un nivel aversiv minim

Animalul raméane sub
anestezie pana la deces

Analiza

Se asteapta doar o severitate de nivel superficial, datorita imbunatatirilor in ceea ce priveste cresterea si Ingrijirea, aplicarii de bune practici in

administrare si prelevare si alegerii unui adjuvant cu un grad minim de iritare.

Prin urmare, o clasificare prospectiva a severitatii de nivel SUPERFICIAL este adecvata.

Este posibil ca procedura sa fie imbunatatita?

Potentialul de utilizare a unor adjuvanti cu un grad minim de iritare si a unor agenti anestezici mai putin aversivi ar trebui revizuit in mod regulat
prin consultarea literaturii de specialitate si prin discutii cu colegii pe marginea subiectului. Ar putea fi instituit un program de obisnuire a
iepurilor tineri cu manipularea, pentru a reduce si mai mult stresul (UFAW/RSPCA, 2008).
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Observatii clinice

Deoarece in cadrul studiului sunt asteptate doar efecte adverse minore, a fost folosit un sistem de monitorizare de baza, si anume, animalele au
fost verificate zilnic, iar observatiile au fost inregistrate, dar nu a fost consideratd necesara o fisd de inregistrare structurata.

Un exemplu ilustrativ de fisa de observatie este inclus la sfarsitul acestui exemplu.

Evaluarea gradului real de severitate

A fost inregistratd o inflamare usoara, tranzitorie la nivelul unei zone de injectare, dar nu a fost necesar tratament. Iepurele a acordat o oarecare
atentie locurilor de injectare pentru o scurtd perioada de timp, dar se considera ca acest lucru a indicat doar un disconfort superficial. Nu au fost
observate ,,expresii faciale ale durerii”.

Nu au fost notate efecte adverse cauzate de prelevarea efectiva a mostrelor de sange din vena de la nivelul urechii.

In cazul animalului respectiv, s-a considerat adecvat un grad real de severitate de nivel SUPERFICIAL.

Exemplu de fisa de observare

Producere de anticorpi la iepure — Procedura & Fisa de observatie
Data Greutatea Observatii
corporala
(kg)
01.03 3,5 Sangerare prealabild - Sml vena de la nivelul urechii; nu sunt
observate efecte adverse
02.03 Nu sunt depistate anomalii (NAD)
06.03 NAD
07.03 NAD
08.03 3,6 Imunizat — 0,25ml x 2 locuri s.c., atentie usoara acordata locurilor
(tesalare) timp de cateva minute, apoi revenire la normal
09.03 NAD
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10.03 NAD

11.03 NAD

12.03 Umflare usoard, nedureroasa la locul LHS

13.03 Umflat in continuare la locul LHS, fara inrautatire

14.03 Umflatura la locul LHS este incd prezentd, dar nu este dureroasa
la palpare

15.03 3,6 Umflatura s-a retras, totul este normal

21.03 NAD

22.03 3,6 Imunizat — 0,25ml x 2 locuri s.c., atentie scurtd acordata locurilor

28.09 NAD

29.03 3.7 NAD

30.03 Test de sdnge — 2ml vena de la nivelul urechii, fara efecte adverse

05/04 NAD

06/04 3.6 Imunizat — 0,25ml x 2 locuri

14/04 3.6 NAD

15/04 Test de sange — 2ml vena de la nivelul urechii, fara efecte adverse

26/04 NAD

27/04 3.6 Exsanguinare sub anestezie generald, fara efecte adverse

Trebuie pastrate confirmarile faptului cd animalul a fost verificat cel putin o data pe zi — de exemplu, in fisa individuald a animalului (ca mai sus)
sau 1n fisa incaperii.
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Exemple pentru ilustrarea procesului de evaluare a severitatii

Modelul 6 — Producerea si mentinerea de animale modificate genetic (MG)
Ultima actualizare:05/02/2013

1. Context general

Utilizarea de animale modificate genetic (MG) in cercetare a contribuit la intelegerea functiilor genelor si ale proteinelor corespondente ale
acestora. Diferitele fenotipuri pot avea o varietate de efecte asupra bunastirii animalelor, unele putand cauza durere, suferinti sau anxietate. In
timp ce unele fenotipuri si rezultate sunt previzibile, pot aparea numeroase caractere neasteptate sau secundare in timpul credrii liniilor MG,
astfel incat nu este posibila intotdeauna estimarea cu exactitate a severitatii. In practica, la numeroase linii MG fenotipul nu este afectat si pot fi
stabilite protocoale de evaluare pentru a se asigura faptul ci fenotipurile adverse pot fi depistate. In mod alternativ, fenotipul asteptat poate fi
deseori asociat cu fenotipuri secundare neprevazute care se manifestd In momente diferite si pot fi afectate de diferiti factori de mediu.

In momentul evalurii prejudiciului real adus animalului, ar trebui s se tind seama de mai multi factori precum tipul de mutatie, genotip, fenotip
si strategia de reproducere (de exemplu, evitand fenotipurile homozigote daunatoare prin Imperecherea de heterozigoti x tip sdlbatic), impreuna
cu natura oricaror proceduri stiintifice sau de crestere aditionale si potentialele efecte ale acestora. Observatiile sistematice si oportune atat in
timpul evolutiei unei colonii, cat si pe durata etapei experimentale a unei colonii sunt necesare pentru o evaluare eficienta a starii de bunastare a
animalului.

Liniile noi ar trebui monitorizate cu atentie si supuse unei evaludri standard a bunastarii. Toate liniile ar trebui evaluate individual de catre
personal competent si instruit iIn mod adecvat in timpul evolutiei si mentinerii coloniei, iar informatiile cu privire la efectele adverse specifice
observate ar trebui colationate si raportate. Personalul autorizat ar trebui sa aplice toate procedurile stiintifice implicate si, Impreund cu
personalul de ingrijire, ar trebui sd monitorizeze si sa inregistreze toate efectele asupra animalelor. Prospectiv, ar trebui stabilite puncte finale de
sacrificare prin metode umane in raport cu parametri precum greutate corporald, conditia corporald si comportamente care constituie motive de
preocupare, impreund cu caracteristici specifice de dezvoltare. Niciun animal nu ar trebui tinut Tn viatd daca se depaseste gradul de severitate
estimat, cu exceptia cazului in care acest lucru prezinta un interes stiintific temeinic si doar cu autorizatie din partea autoritatii competente.

Natura, momentul si durata observatiilor vor depinde de un numar de factori altii decat mutatia aplicatd. De exemplu, fondul genetic si conditiile

de mediu in care sunt mentinute animalele pot modifica semnificativ prezenta fenotipului. Factorii specifici ar trebui notati cu exactitate pentru a
facilita realizarea de comparatii mai pertinente intre facilitati si monitorizarea animalelor MG in general. Durata de viatd a fiecarei linii din
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cadrul unei anumite facilitati ar trebui, de asemenea, avuta in vedere deoarece unele fenotipuri se instaleaza tarziu, prin urmare, acestea vor putea
fi observate numai daca animalele sunt mentinute pe perioade mai mari.

Referinte

RSPCA GA Passport Working Group (2010) GA Passports: The Key to Consistent Animal Care. Southwater, UK: RSPCA (disponibil la adresa
http://www.rspca.org.uk/sciencegroup/researchanimals/implementing3rs/gapassport)

Wells DJ et al (2006) Assessing the welfare of genetically altered miceLaboratory Animals 40(2): 111-114 (disponibil la adresa
http://www.nc3rs.org.uk/downloaddoc.asp?id=356&page=23 1 &skin=0)

2 Exemple

Cele trei exemple prezentate In sectiunile 2.1-2.3 de mai jos ilustreazd modul 1n care poate fi evaluatd severitatea la soareci modificati genetic,
inclusiv examinarea stadiilor de dezvoltare, impactul procedural si dezvoltarea coloniei. Fiecare exemplu se axeaza pe principiile evaluarii
severitatii mai degraba decat pe luarea in considerare a fiecarui scenariu posibil pe durata dezvoltarii coloniei.

Crearea fiecdarui model va respecta proceduri standardizate, necesitind pregatirea chirurgicald a masculilor vasectomizati, manipularea
embrionilor si implantarea chirurgicald a acestora la femele primitoare pseudo-gestante. Se presupune aplicarea bunelor practici in materie de
asepsie, gestionarea durerii si competenta chirurgului.

Confirmarea prezentei la urmasul derivat din fondator sau din linie de germeni va fi stabilita din mostre de tesut obtinute ca produs secundar de
identificare (crestare la nivelul urechii) sau prin metoda cea mai putin invaziva prin care se poate obtine tesut suficient pentru evaluarea
genotipului. Strategia de fenotipare pentru fiecare linie va depinde de gend, domeniul de cercetare si efectele estimate. Evaluarea severitatii va fi
determinata de o serie de observatii standardizate.

2.1  Model de soarece modificat genetic — GeneA™!#(Funding)Lab
2.1.1 Context general

O colonie de soareci a fost creatd cu o mutatie noud a GeneA care a vizat o linie de celule stem embrionare derivata pe fondul C57BL/6N cu un
potential fenotipic necunoscut. Modelul a fost mentinut pe un fond definit (C57BL/6N). Din momentul in care s-a realizat transmiterea liniei de
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germeni a soarecilor G1, s-a efectuat un screening de baza al evaludrii bunastarii folosindu-se 30 de pui din 3-5 fatari rezultate din imperecheri
independente. Puii au fost monitorizati in stadii stabilite de dezvoltare a coloniei — la nastere, la 14 zile de la nastere (impreuna cu identificarea
puilor si recuperarea tesuturilor pentru genotipare) si la intarcare. A fost elaboratd o fisa de punctare adecvata pe baza schemei de evaluare a
bunastarii animalelor modificate genetic (Wells et al. 2006). Observarea puilor a fost realizata la nivelul custii de catre tehnicieni veterinari
responsabilii de colonie monitorizand raportul genotipic. Soarecii au fost adapostiti in grup dupa intércare si, in mésura in care a fost posibil, In
custi ventilate individual cu asternut, materiale pentru cuib si alte elemente de imbunatatire a mediului, dupa caz. Tehnicienii veterinari au
efectuat evaludri la nivelul custii pe durata interactiunilor zilnice pana cand soarecii au atins maturitatea sexuald. Evaludrile pe termen mai lung
pentru efectele adverse asupra bunastarii asociate varstei au fost monitorizate si Inregistrate pe baza stocului de animale si a stocului viitor pentru

reproducere. Toate observatiile au fost comparate cu susa de baza si a fost evaluata relevanta acestora.

2.1.2 Evaluare prospectiva

Ce actiuni asupra
animalelor presupune
studiul?

Ce vor experimenta animalele? Cata
suferinta ar putea fi cauzata? Ce ar
putea sa o inrautiteasca?

In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?

Efecte adverse

Metodologie si interventii

Puncte finale de sacrificare

Efecte standard ale

modificarii genetice

Modificarea genetica poate cauza
efecte clinice adverse

In cazurile in care acestea nu pot fi
prevazute, orice indiciu referitor la
faptul ca animalele cu mutatie genetica
s-au indepartat de la parametrii fizici
sau comportamentali normali (si
anume, cei cunoscuti ca aparand pe
fondul genetic asociat fenotipurilor
si/sau al martorilor de tip salbatic) ar
putea indica o problema de bunastare

Monitorizare permanenta in cusca

Evaluarea bundstdrii in stadii de
dezvoltare definite: nastere, intarcare
si maturitate sexuala

In functie de natura efectelor adverse
depistate, se vor aplica, In mésura in
care este posibil, factori de
ameliorare adecvati precum strategii
de reproducere modificate sau
imbunatatiri in materie de crestere
(de exemplu, materiale pentru cuib

Animalele vor f1 sacrificate daca se
depaseste nivelul moderat de
severitate
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suplimentare pentru a Tmbunatati
termoreglarea deficitard)

Prelevare de
pentru genotipare

tesut

Posibild durere si/sau suferintd cauzata
de metodologia de prelevare de tesut,
de exemplu, perforarea/crestarea
urechii sau ,,taierea varfului cozii”

Biopsia cozii este folositd, de regula,
atunci cand sunt necesare cantitati mai
mari de ADN, dar poate provoca
durere atat pe termen scurt, cat si pe
termen lung (cea de durata ca urmare a
formarii de neuroame)

In cazul in care identificarea
animalelor individuale se realizeaza
folosind perforarea urechii, o buna
practicd este aceea de a folosi tesut
de la nivelul urechii pentru
genotipare, daca este posibil

Pentru ,.taierea varfului cozii”, ar
trebui prelevata o bucata minima
(retinand faptul ca prelevarea
repetatd este categoric
nerecomandatd), anestezia si
analgezia ar trebui folosite dupa caz,
iar sangerarea excesiva ar trebui
tratata prompt

Ar trebui ca evolutiile in materie de
tehnici mai putin invazive sa fie

monitorizate, evaluate la nivel local
si aplicate ori de cate ori este fezabil

Nu se aplica, intrucat procedura ar
trebui sa fie unicd si este putin
probabil ca durerea sau suferinta
provocata sa atinga un nivel care sa
necesite sacrificarea printr-o
metoda umana

Fenotipare

Stres indus de manipulare sau
aplicarea testului fenotipic, de
exemplu, stresul de a fi mutat intr-un
mediu nefamiliar, administrarea de
compusi experimentali pentru a induce
un raspuns, monitorizarea infectiei,
anestezie si retinerea pentru imagistica
etc.

Instruirea personalului care
efectueaza fenotiparea in materie de
proceduri de manipulare si observare
competente, empatice si
standardizate

Utilizarea anesteziei pe durata
procedurilor imagistice sau a celor
dureroase. Structurarea testelor

In cazul in care mutatia genereaza
un raspuns sever in cadrul unui test
fenotipic, se ating punctele finale
de sacrificare, iar animalele vor fi
sacrificate printr-o metoda umana
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fenotipice de la cel mai putin
invazive (de exemplu, observarea
comportamentului Intr-un cadru
deschis) la cele mai invazive (de
exemplu, proceduri necesitand
anestezie)

Gena care face obiectul investigatiei este un mutant nou cu efecte adverse, desi necunoscute. Experienta in aceastad unitate a aratat ca majoritatea
modelelor similare au prezentat, in general, un fenotip superficial. Cu toate acestea, ocazional, un model va prezenta in mod neasteptat semne
clinice moderate si, prin urmare, pe aceastd baza, exemplul va fi clasificat prospectiv ca fiind de gravitate MODERATA.

2.1.3 Rezultate

Evaluare initiala la animale neonatale (la nastere):

Culoarea puilor Normala
(doar pentru nou-
nascuti)

Activitatea puilor Normala
(doar pentru nou-

nascuti)

Identificarea Prezenta

laptelui

(doar pentru nou-

nascuti)

Pui Toti puii s-au Tncadrat in parametrii generali referitori la
dimensiunile la nastere, omogenitatea la nastere, dezvoltarea si
cresterea puilor

Urmatorii indicatori au fost observati la 14 zile de la nastere si la intarcare:
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Aspect general

Toti puii erau ,,normali” din punct de vedere morfologic
Nu au fost observate semne de malformatii

Dimensiune, Crestere normald, In conformitate cu curba de crestere standard
conformatie si pentru susa de baza

crestere

Starea blanii Normala

Comportament — Comportamente si interactiuni normale intre toti colegii de

posturi, mers,
activitate si
interactiuni cu
mediul

cuscd; nu a fost observata hiperactivitate sau agresiune

Semne clinice

Niciunul

Dimensiunea Normald comparativ cu susa de baza
relativa
Numar Rata de mortalitate anterior intdrcarii era normald 1in

conformitate cu susa de baza

Observatii clinice

Toate observatiile si raporturile referitoare la puii nou-ndscuti pana la intarcarea acestora au fost considerate normale 1n raport cu fondul genetic
(C57BL/6N) cu soareci homozigoti, heterozigoti si de tip sdlbatic nascuti cu raporturi mendeliene normale.

La varsta de 4 saptamani, soarecii homozigoti si cei martor de tip sdlbatic (7+7) au fost supusi unei serii de teste observationale si procedurale
blande precum SHIRPA, dismorfologie, cAmp deschis, chimie clinicd a sdngelui, DEXA si imagisticad Faxitron pe o perioada de 16 saptamani.
La incheierea experimentului, analiza fenotipicd a evidentiat o reducere a elimindrii glucozei la soarecii homozigoti in urma unui test intra-
peritoneal de toleranta la glucoza (ipGTT). Desi eliminarea glucozei a fost redusad pe durata experimentului, in urma procedurii toate animalele
au revenit la starea de baza si nu au fost notate alte efecte adverse.
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2.1.4 Analiza rezultatelor
Evaluarea gradului real de severitate

Dupa stabilirea coloniei, mentinerea si evolutia coloniei s-a facut pe bazd de pui heterozigoti si de pui de tip sdlbatic. Nu au fost observate
fenotipuri daunatoare la niciunul dintre soarecii folositi pentru reproducere si mentinere, considerandu-se astfel ca acestea nu prezintd efecte
adverse. Deoarece nu este preconizat niciun fenotip daunator linia a putut fi transformata Tn una homozigota si mentinuta fara autorizatie de
proiect.

Imperecherea mentionati mai sus intre soareci heterozigoti a produs soareci homozigoti. Un grup de astfel de soareci a fost utilizat pentru un
control fenotipic standard constand intr-o serie de protocoale blande, inclusiv inserarea unui ac pentru prelevare de sange pe durata testului intra-
peritoneal de tolerantd la glucoza. Martorii de tip salbatic au fost supusi la testele respective in acelasi timp. Efectul cumulativ asupra soarecilor
ar fi fost unul superficial, din cauza prelevarii de sange si a procedurilor ulterioare de fenotipare, spre deosebire de efectul general al modificarii
genetice.

Rezumat

Reproducere si mentinere — fara efecte adverse
Soareci homozigoti + soareci martor - SUPERFICIAL — datoritd testelor de screening (nu constituie un efect al modificarii genetice)

In rezumat, linia de soareci modificati genetic poate fi considerata ca avind un fenotip nediunitor. Reproducerea liniilor stabilite nu ar
necesita autorizarea proiectului in temeiul directivei.

2.2 Model de soarece modificat genetic — Tg(GeneB)-2"%
2.2.1 Context general
Va fi creatd o colonie de soareci cu o mutatie care prezintd o transgend in exces ca model pentru studierea unei forme de cancer. Linia va fi
creatd pe fond C57BL/6N. Cu toate acestea, declansarea si rata de dezvoltare a tumorii nu pot fi definite si vor necesita evaluare ca parte a

caracterizarii modelului. Odata cu stabilirea liniilor fondatoare se va realiza un screening de bazd a evaludrii bundstarii astfel cum se descrie in
sectiunea 2.1. Linia cea mai utild va fi dezvoltatd pentru studierea respectivului tip de leucemie.
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2.2.2 Evaluare prospectiva

Ce actiuni asupra
animalelor presupune
studiul?

Ce vor experimenta animalele? Cata
suferinta ar putea fi cauzata? Ce ar
putea sa o inrautiateasca?

In ce mod va fi redusa la minimum suferinta?

Efecte adverse

Metodologie si interventii

Puncte finale de sacrificare

Evaluarea si
caracterizarea
dezvoltarii tumorii

Pierderea in greutate si inrdutdtirea starii
generale se vor accentua odatd cu
evolutia cancerului

Inflamarile subcutanate pot cauza
disconfort, pot afecta comportamentul
normal, postura sau locomotia

Animalele pot fi mai sensibile la boli ca
urmare a sistemului imunitar compromis

Interventiille se vor baza pe
observatiile zilnice folosind criterii
precum pierderea 1n greutate,
pierderea  conditiei  corporale,
letargie etc.

Observatii zilnice si monitorizarea
starii generale de sdnatate si a
extinderii tumorii

Stocul si  animalele  pentru
reproducere care prezintd semne
clinice care nu sunt caracteristice
procedurilor experimentale precum
o scadere 1n greutate de peste 15 %,
conditie deficitara a blanii, letargie
vor fi sacrificate printr-o metoda
umana

Animalele vor fi sacrificate printr-o

metodd umanda dacd tumora
ulcereaza sau daca afecteaza
comportamentul normal, postura

sau locomotia sau daca depaseste
un diametru de 1,2 cm

Animalele care prezintd semne de
boli intercurente vor fi sacrificate
printr-o metodd umana

Modelul investigat va fi supus unei mutatii pentru a crea deficienta genetica preconizatd. Declansarea bolii nu poate fi prevazuta cu usurinta, dar
semnele clinice pot fi predefinite pentru a permite caracterizarea declansarii. Odatd caracterizat, modelul ar trebui mentinut pentru a permite
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utilizarea acestuia in studii experimentale ulterioare referitoare la tratamente pentru tipul de cancer studiat. Pe aceasta bazd, exemplul ar fi
clasificat prospectiv ca avand un grad severitate MODERAT.

2.2.3 Rezultate

Evaluarile bunastarii au fost efectuate in conformitate cu sectiunea 2.2 de mai sus. Nu au fost observate anomalii in stadiile de dezvoltare, in
perioada de crestere pana la maturitatea sexuald. Colonia a fost extinsa cu stoc, iar viitoarele animale pentru reproducere s-au imperecheat din
cea de a 10-a sdptamana de viatd pentru a mentine colonia si pentru a produce noi animale experimentale. Animalele au fost monitorizate pe
intreaga perioada, iar dezvoltarea tumorii a fost observata din cea de a 18-a saptamana de viata la 60 % din animalele mutante. Evolutia clinica a
bolii a avut loc timp de 4-6 saptamani, dupa care animalele au fost sacrificate.

2.2.4 Analiza rezultatelor
Evaluarea gradul real de severitate

S-a observat dezvoltarea tumorii la 60 % din animalele mutante de la varsta de 18 saptdmani. Strategia de reproducere a presupus imperecherea
animalelor de la varsta de 10 saptdmani. Potentialul ca perechile pentru reproducere sa dezvolte tumori a fost considerat suficient pentru a
modifica reproducerea si mentinerea. Perechile pentru reproducere au fost apoi imperecheate de la varsta de 6 saptamani, iar perechile au fost
despartite dupa 12 saptdmani de viatd, masculii fiind sacrificati. Stocul si femelele pentru reproducere au fost monitorizate zilnic pentru a se
depista semnele timpurii de dezvoltare a tumorii. Animalele care nu au fost folosite sau care nu au fost necesare au fost sacrificate printr-o
metoda umana Tnainte de declansarea semnelor clinice.

Rezumat
Animale sub varsta de 18 saptdmani — fara reactii adverse
Animale cu varstd de peste 18 saptdmani, dezvoltand tumori — SUPERFICIALA, datorita punctelor finale clinice timpurii

Animale cu varsti de peste 18 sdptimani, dezvoltind tumori si alese pentru a fi folosite — SUPERFICIALA sau MODERATA in functie de
aplicarea punctelor finale clinice.
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2.3 Modelul de soarece modificat genetic — GeneC"™"*(Funding)Lab

2.3.1 Context general

A fost creatd o colonie de soareci cu o mutatie a GeneC vizand o linie de celule stem embrionare derivatd pe fondul C57BL/6N cu un potential
fenotipic cunoscut pentru a testa comportamentul si memoria. Modelul a fost mentinut pe un fond definit (C57BL/6N). Ulterior realizarii
transmiterii liniei de germeni a soarecilor G1, s-a efectuat un screening de baza pentru evaluarea bundstarii.

2.3.2 Evaluare prospectiva

Precum 1n sectiunea 2.1, gena investigatd este un mutant nou. Intentia este aceea de a folosi modelul in viitoare studii comportamentale care
testeaza eficacitatea noilor compusi farmaceutici. Experienta n aceasta unitate a aratat cd marea majoritate a modelelor similare prezinta, in
general, un fenotip superficial. Cu toate acestea, ocazional, un model va prezenta In mod neasteptat semne clinice moderate, prin urmare, pe
aceastd baza, exemplul va fi clasificat prospectiv ca avand gravitate MODERATA.

2.3.3 Rezultate

Toate observatiile si raporturile referitoare la puii nou-nascuti pana la intarcarea acestora au fost considerate normale 1n raport cu fondul genetic
(C57BL/6N) cu soareci homozigoti, heterozigoti si de tip salbatic nascuti prin raporturi mendeliene normale.

La varsta de 4 saptdmani, soarecii homozigoti si cei martor de tip salbatic au fost supusi unor serii de observatii si testati in vederea evaluarii
invatarii si memoriei. Testele au fost derulate pe o perioada de 10 saptdmani. La incheierea analizei fenotipice nu au fost observate fenotipuri
daundtoare. Modelul a fost apoi folosit pentru a testa eficacitatea noilor compusi farmaceutici.

Reproducerea soarecilor heterozigoti a produs animale homozigote sandatoase cu o performanta reproductiva similara cu cea a susei de baza. Ca
atare, pentru a reduce numirul de animale, a fost folositi o strategie de reproducere bazati pe imperecheri intre homozigoti. In contrast cu
imperecherea initiald, prin care au fost derivati soareci homozigoti din imperecheri Intre soareci heterozigoti, noul grup de animale homozigote
derivate din Tmperecheri de animale homozigote a fost unul slabit si nu a reusit sd-si recapete complet dimensiunea si greutatea in comparatie cu
fratii lor.
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Desi linia a fost initial conceputd ca un model pentru testarea comportamentului si a memoriei, au fost efectuate analize suplimentare pe baza
tesuturilor si a sangelui obtinut de la animale. Pe durata analizei rezultatelor obtinute in urma biochimiei sangelui si a revizuirii ulterioare a
literaturii de specialitate, s-a constatat cd GeneC este o proteind de transport esentiald care se leagd de vitamina B12. Eliminarea acesteia a
rezultat intr-o rupere a mecanismului de transport extracelular conducénd la deficiente ale sintezei ADN-ului si ale metabolismului lipidelor si
proteinelor. Efectul mutatiei nu ar fi fost observat la soareci ndscuti dintr-o femeld heterozigota deoarece sursa maternd de vitamina B12 este
transferata in-utero prin intermediul placentei la fatul in curs de dezvoltare. Knockout-urile initiale ale genelor respective aveau, prin urmare, un
depozit suficient de B12 pentru a le permite sa supravietuiasca si sd se dezvolte cel putin pana la varsta de 16 sa@ptamani, asigurand o reproducere
st o fertilitate normald comparativ cu susa de baza.

2.3.4 Analiza rezultatelor

Evaluarea gradului real de severitate

Exemplul demonstreazd cd mentinerea unei colonii poate avea un efect profund si deseori neasteptat asupra soarecilor. Pe baza informatiilor
anterioare disponibile si a rezultatelor reproducerii primare si fenotiparii, colonia ar fi parut una obisnuita. In mod logic, mentinerea unei colonii
printr-o strategie de imperechere intre animale homozigote ar garanta in mod normal ca se produce un numar minim de animale, fapt de dorit in
vederea reducerii la minimum a utilizarii animalelor. Fenotipurile ddunatoare neprevazute pot aparea in linii mentinute ca animale normale fara
autorizatie de proiect. Ca o consecinta a efectelor adverse asupra bunastarii animalelor in exemplul de fatd, modelul ar necesita reautorizarea
proiectului in cazul in care s-ar aplica acest tip de schema de reproducere.

Rezumat
Reproducerea si mentinerea perechilor heterozigote — fara efecte adverse
Reproducerea si mentinerea perechilor homozigote — grad de severitate MODERAT pentru urmasii generatiei, cauzat de slabire si de

incapacitatea de dezvoltare

Exemplul 2.3 — Aceasta subliniazi necesitatea transferului de date exacte si utile privind bunastarea intre institute atunci cand este
posibila aparitia de fenotipuri diunitoare, de exemplu, sub forma unui ,,pasaport al soarecelui”'.

' RSPCA GA Passport Working Group (2010) GA Passports: The Key to Consistent Animal Care. Southwater, UK: RSPCA (disponibil la adresa
http://www.rspca.org.uk/sciencegroup/researchanimals/implementing3rs/gapassport)
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