CoP knaagdieren

Binnen het onderzoek met knaagdieren wordt zowel van ratten als
muizen gebruik gemaakt. Niet alleen tussen muizen en ratten,

maar ook tussen verschillende muizenstammen of rattenstammen,
alsmede tussen individuen binnen een bepaalde stam kunnen
fysiologische en gedragsmatige verschillen bestaan. De onderzoeker

zal zich op de hoogte moeten stellen van de specifieke eigenschappen

(voedsel- en vochtopname, gedrag, fysiek) van de specifieke lijnen/

stammen/individuen waarmee gewerkt wordt. In Nederland wordt in
neurocognitief onderzoek bij muizen zowel voedsel als vochtrestrictie

en bij ratten alleen voedselrestrictie toegepast. Goed onderbouwde
waarden voor het minimum volume vocht per kg lichaamsgewicht
per dag voor ratten zijn niet beschikbaar.

Richtlijnen vocht- of voedselrestrictie bij knaagdieren

Algemeen:

1. Bij het opstellen van de projectbeschrijving en het werkprotocol
waarbij voedsel- of vochtrestrictie zal plaatsvinden, is overleg
nodig tussen de verantwoordelijk onderzoeker en IvD over de

opzet en uitvoering van het onderzoek en in het bijzonder over de

mate, duur en wijze van de voedsel- of vochtrestrictie, de training
van de dieren en het vastleggen van beslismomenten en criteria
om het protocol tussentijds aan te passen, te onderbreken of
voortijdig te beéindigen.

. In een projectvergunningaanvraag moet de keuze voor een

motivatiemethode en indien er voor restrictie wordt gekozen,
voor vocht- of voedselrestrictie, wetenschappelijk onderbouwd
zijn en voorzien zijn van de resultaten van een Synthesis of
Evidence. Hierin moet ook aandacht zijn voor de vorm van
beloning en op welke wijze deze verstrekt wordt.

. Hetis niet toegestaan vocht- en voedselrestrictie gelijktijdig toe te

passen.

. Drachtige dieren mogen niet gebruikt worden voor onderzoek

waarbij vocht- of voedselrestrictie wordt toegepast, tenzij
toegestaan in de projectvergunning, na expliciete wetenschappelijke
argumentering en zorgvuldige afweging en met een aangepaste
mate van restrictie.

. De leefomgeving moet op een dusdanige wijze verrijkt worden dat

dieren gestimuleerd worden om keuzes te maken in hun gedrag.
Dit kan betekenen dat er een wisselende kooiverrijking wordt
aangeboden. Naast omgevingsverrijking moet er ook een vorm
van sociale verrijking zijn voor de dieren.
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Training:

. Dieren moeten de mogelijkheid hebben zich geleidelijk aan te
passen aan het schema van restrictie, en dat voedsel/vocht
verkregen kan worden door een bepaalde taak te verrichten.
Het verschilt per diersoort en per individu hoeveel tijd hiervoor
nodig is.

. Voorafgaand aan het protocol moet het individuele gewicht
bepaald worden. In geval van dieren die nog in de groeifase zitten,
moet een relevante controlegroep/historische data-pool worden
gebruikt (groeicurves van de leveranciers zijn hiervoor niet
geschikt i.v.m. het effect van het specifieke voer, de microbio-
logische status in de dierfaciliteit, etc. op de groeicurve). Hierbij
kan gecorrigeerd worden voor de constatering dat dieren op ad lib
opname ook na hun groeiperiode blijven aankomen (vervetting)
door de controle groeicurve vanaf volwassen leeftijd (muis bij
ongeveer twee tot drie maanden en rat bij ongeveer zes maanden)
af te vlakken.

Restrictieprotocol:

. Te allen tijde moet de verantwoordelijk onderzoeker die vorm van
restrictie gebruiken die het minst belastend is voor de dieren en
waarmee het onderzoeksdoel nog behaald kan worden.

. In protocollen waarbij gebruik wordt gemaakt van conditionering
moet op basis van de SoE of middels een pilot studie worden
nagegaan wat de beste vorm van beloning is en op welke wijze dit
het beste kan worden verstrekt. Zo nodig wordt vooraf een pilot
uitgevoerd.

10. Bij restrictie gelden de volgende absolute ondergrenzen die een

dier (volgroeid, niet zwanger) dagelijks (d.w.z. dit minimum geldt
voor iedere dag) op moet nemen:

Ratten

Muizen

Vochtrestrictie*

Geen betrouwbare
waarden gevonden

25 ml/kg/dag

Voedselrestrictie

Hoeveelheid voedsel die
zorgt dat het dier niet
onder de grens van 85%
van het lichaamsgewicht
uitgaande van de
groeicurve van betreffende
stam/individuele dier komt

Hoeveelheid voedsel die
zorgt dat het dier niet
onder de grens van 85%
van het lichaamsgewicht
uitgaande van de
groeicurve van betreffende
stam/individuele dier komt

In overleg met de IvD dient te allen tijde athankelijk van de
gebruikte stam aan de hand van de behoefte van de dieren een
hogere gift te worden vastgesteld als dat volstaat voor de proef.
Indien er van de hoeveelheden wordt uitgegaan zoals vermeld in
bovenstaande tabel dient de noodzakelijkheid daarvan in de
projectvergunningaanvraag te worden beargumenteerd. De IvD
kan niet adviseren een dier minder te geven dan de in
bovenstaande tabel genoemde hoeveelheden.

a. Dieren die deze vastgestelde vochtopname niet halen tijdens
het experiment, moeten diezelfde dag vocht aangeboden
krijgen (in een vertrouwde omgeving zoals de thuiskooi of een
kooi die daarvoor ingericht is), zodanig dat zij toch minimaal
de vastgestelde dagelijkse hoeveelheid vocht opnemen.
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11.

12.

13.

b. Dieren die deze vastgestelde voedselopname niet halen tijdens
het experiment, moeten diezelfde dag bijgevoerd worden, (in
een vertrouwde omgeving zoals de thuiskooi of een kooi die
daarvoor ingericht is), zodanig dat zij toch minimaal de
vastgestelde dagelijkse hoeveelheid voedsel opnemen.

Pushdagen zijn verboden: als het dier minder trials haalt dan
verwacht, is het niet toegestaan het dier (tijdelijk) strenger te
restricteren dan bepaald in het werkprotocol. Pushdagen doen
inbreuk op het dierenwelzijn, doordat het dier lang vocht of
voedsel wordt onthouden.

Zodra een dier het uitvoeren van de taak staakt®, moet de sessie3*
gestopt worden. Als het dier op dat moment nog niet zijn
dagelijkse minimum aan vocht of voedsel heeft opgenomen in de
proef, moet het dier vocht of voedsel worden toegediend totdat dit
minimum is opgenomen. Als het dier tijdens de proef de
minimum hoeveelheid vocht of voedsel heeft opgenomen, echter
door blijft werken, moet het dier de mogelijkheid hebben om
daardoor meer vocht of voedsel op te nemen.

Er wordt beloond met hoog-stimulerende beloningen, zoals
bijvoorbeeld sucrose/saccharose-pellets, sucrose/saccharose-water
of babymelk. Wat voor een specifiek dier of ras hoog-stimulerend
is kan variéren. Het gaat er hierbij om dat de beloning gekozen
wordt waarbij de voer/vochtopname optimaal is. Dit kan in
sommige gevallen ook water zijn.

14.

15.

16.

17.

De mate van restrictie wordt afgestemd op het aantal benodigde
trials eventueel in samenhang met de complexiteit/aversiviteit van
een taak. Hoe korter durend de taak (eventueel in relatie tot de
complexiteit/aversiviteit van een taak) des te minder het dier
gerestricteerd mag worden. Bij een complexe/aversieve taak die
slechts een enkele keer hoeft te worden uitgevoerd wordt geen
restrictie toegepast. (Zie beslisboom op pagina 27)

Als het dier de taak niet begrijpt of geen zin heeft, moet de
complexiteit/aversiviteit daarvan verlaagd worden. De vocht of
voedselgift mag in zo’'n geval niet verlaagd worden. In overleg met
de persoon bedoeld in artikel 14 van de wet en IvD moet overlegd
worden of de vocht-/voedselgift verhoogd moet worden teneinde
het (beginnend) afwijkende gedrag tegen te gaan.

Bewaking gezondheid en gedrag:

Dieren die worden ingezet in een protocol van vocht- of
voedselrestrictie moeten dagelijks beoordeeld worden op
mogelijke klinische en gedragsmatige veranderingen. Bevindingen
moeten worden vastgelegd in het welzijnsdagboek. Onderdeel van
de beoordeling is onder andere het monitoren/scoren van de
alertheid, activiteit en de lichamelijke conditie. Ook moeten
dieren regelmatig gewogen worden en op verschijnselen van
uitdroging worden beoordeeld.

Alle informatie over de dieren, procedure en de bevindingen en
beschrijving van de individuele afwijkingen bij de monitoring en
opvolging daarvan moet in de nabijheid van de dieren aanwezig of
oproepbaar zijn.
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18.

19.

20.

De duur en de mate van de vocht- of voedselrestrictie moeten
vastgelegd zijn in het werkprotocol, evenals informatie over de
training, verantwoordelijkheden, beslismomenten en criteria om
het protocol tussentijds aan te passen, te onderbreken of
voortijdig te beéindigen.

Om de groei van het dier te monitoren, wordt véor en gedurende
de proef het gewichtsverloop van het dier vergeleken met voor de
diersoort, geslacht en foklijn gestandaardiseerde groeicurves,
rekening houdende met het percentiel waarin het dier zich begeeft
tijdens de acclimatisatieperiode. Aangezien dieren vanaf
volwassen leeftijd bij ad lib inname niet meer groeien maar wel
vervetten, kan de groeicurve vanaf volwassen leeftijd op een
maximum afgevlakt worden. Indien het dier een sterke daling of
een sterk afbuigende groeicurve vertoont en onder de 85% van zijn
te verwachten gewicht daalt, moet het dier (tijdelijk) uit de proef
gehaald worden of moet de restrictie beperkt worden. In overleg
met de IvD en/of dierenarts wordt bij een sterke daling bepaald
hoe het dier behandeld moet worden (dit kan in het werkprotocol
vastgelegd zijn) en of de proef hervat kan worden. Een sterke
daling kan ook reden zijn voor een Humaan Eindpunt.

Als het dier tijdens het experiment ziek wordt of herstellende is
van een ziekte, of als het dier sterk afwijkend gedrag vertoont,
wordt in overleg met de IvD en/of dierenarts bepaald of het
vocht- en voedselregime moet worden aangepast. Een dier dat bij
aanvang van het experiment ziek is of herstellende is van ziekte of
operatie, of afwijkend gedrag vertoont, mag pas worden ingezet
voor het onderzoek —en dus gerestricteerd- wanneer het volledig

2

—

22.

hersteld is. Het is niet wenselijk om dieren die al op een restrictie-
protocol zitten ineens onbeperkt toegang te geven tot vocht of
voedsel. Dit leidt met name bij vochtrestrictie tot excessieve
innames. Een dier zou maximaal de gemiddelde vrijwillige
vochtopname van de diersoort (leeftijd, gewicht) moeten krijgen.
Bij kortdurende herstelperioden en perioden waarin een dier niet
in training is, dient gezorgd te worden voor geleidelijke
overgangen en een blijvende, zij het kleine restrictie ten opzichte
van de vrijwillige opname. In kortdurende onderbrekingen
(weekenden) kan de restrictie gehandhaafd worden, of kan de gift
licht verhoogd worden (bijvoorbeeld om bij sociale huisvesting
waarbij de gift per kooi gedistribueerd wordt te waarborgen dat
ieder dier voldoende opneemt). Ook op beide weekenddagen
dient een dier ten minste de absoluut minimale hoeveelheid
vocht/voedsel te krijgen.

. Diegenen die verantwoordelijk zijn voor de welzijnsmonitoring

van de dieren moeten aantoonbaar bevoegd en bekwaam zijn en
blijven in het herkennen van veranderingen die wijzen op fysieke
of gedragsmatige afwijkingen.

Als dieren een operatie moeten ondergaan tijdens gedragstraining
is het niet raadzaam om voor een operatie de dieren op ad lib
voedsel- en vochtopname te zetten en na herstel weer op restrictie
te zetten. Dit om grote gewichtsfluctuaties tegen te gaan. De
herstelperiode na een operatie is variabel per diersoort, soort
operatie en per dier. Op basis van klinische waarneming van het
herstel wordt dit gemonitord.
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Diersoortspecifieke aandachtspunten:

+ Knaagdieren kennen een ander circadiaan ritme dan de mens.
Omdat hun dag- en nachtritme is omgedraaid ten opzichte van
datvan de mens, moet hier rekening mee worden gehouden in
de onderzoeksopzet. Het restricteren van dieren in hun actieve
periode heeft een grotere fysiologische impact dan restricteren
van dieren in hun niet-actieve periode en kan invloed hebben
op het welzijn®®. De gedragstaak wordt in de actieve periode
uitgevoerd. Indien daarvan wordt afgeweken dient dit in de
projectvergunningaanvraag beargumenteerd te worden.
Kooiverrijking: een loopwiel (of andere bewegingsstimulator)
kan in combinatie met voedselrestrictie leiden tot calorische
ondervoeding en gedragsafwijkingen (bijv. stereotypie en
stoornis in het circadiane ritme) bij knaagdieren. Indien er
sprake is van sterk gewichtsverlies en gedragsafwijkingen dient
het loopwiel (of andere bewegingsstimulator) uit de kooi te
worden verwijderd. (Zie tevens punt 19)
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Bijlage 5 Body Condition Score Rnaagdieren

Procedurebeschrijving:
Het bepalen van de Body Condition Score (BCS) bij knaagdieren is een
niet-invasieve methode om de gezondheid van het dier te beoordelen.
BCS kent een bereik van 1 (uitgehongerd) tot 5 (obees). Een verwachte
BCSvan 1 of 2 vereist een interventie in het protocol IACUC University
of California San Fransisco (IACUC).

De BCS wordt bepaald door visueel en lichamelijk onderzoek aan

het dier. Het lichamelijk onderzoek wordt uitgevoerd door de muis
licht vast te houden aan de staartbasis en een vinger te bewegen over
het sacroiliaal gewricht. Onderstaande figuren geven aan welke
bevindingen bij welke score horen. Scores moeten per dier
gedocumenteerd worden.

Referenties

Charmain J Foltz. Body Conidtion Scoring: A Rapid and Accurate Method for
Assessing Health Status in Mice. Lab. Animal Science; Vol 49 (3) 319-323, 1999.

Hickman, D.L., M. Swan. 2010. Use of a body condition score technique to
assess health status in a rat model of polycystic kidney disease. ] Am Assoc Lab
Anim Sci. 49(2):155-9.

The institutional animal care and use committee (IACUC);
Body Condition Scoring of Mice.
http://www.iacuc.ucsf.edu/Policies/awSPBodyCondScore.asp

Figuur 2: Body Condition Score muizen, IACUC University of California San Fransisco
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Mouse is emaciated.

« Skeletal structure extremely prominent; little or no flesh cover.
« Vertebrae distinctly segmented.

BC2

Mouse is underconditioned.

« Segmentation of vertebral column evident.
« Dorsal pelvic bones are readily palpable.

BC3

Mouse is well-conditioned.

« Vertebrae and dorsal pelvis not prominent;
palpable with slight pressure.

BC4

Mouse is overconditioned.

« Spineis a continuous column.

« Vertebrae palpable only with firm pressure.

BC5

Mouse is obese.

= Mouse is smooth and bulky.

« Bone structure disappears under flesh and subcutaneous fat.

“+” ora “-” can be added to the body condition score

if additional increments are necessary (i.e. ...2+, 2, 2-...)
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http://www.iacuc.ucsf.edu/Policies/awSPBodyCondScore.asp

Figuur 3: Body Condition Score ratten, IACUC University of California San Fransisco
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BC1

Rat is emaciated.

« Segmentation of vertebral column prominent
if not visible.

« Little or no flesh cover over dorsal pelvis.
Pins prominent if not visible.

« Segmentation of caudal vertebrae prominent.

BC2

Rat is underconditioned.

- Segmentation of vertebral column prominent.

« Thin flesh cover over dorsal pelvis,
little subcutaneous fat. Pins easily palpable.
« Thin flesh cover over caudal vertebrae,
segmentation palpable with slight pressure.

BC3

Ratis well-conditioned.

- Segmentation of vertebral column easilty palpable.

» Moderate subcutaneous fat store over pelvis.
Pins easily palpable with slight pressure.

« Moderate fat store around tail base, caudal vertebrae

may be palpable but not segmented.

BC4

Rat is overconditioned.

« Segmentation of vertebral column palpable
with slight pressure.

« Thick subcutaneous fat store over dorsal pelvis.
Pins of pelvis palpable with firm pressure.

« Thick fat store over tail base, caudal vertebrae
not palpable.

BC5

Rat is obese.

« Segmentation of vertebral column palpable
with firm pressure; may be a continuous column.

« Thick subcutaneous fat store over dorsal pelvis.
Pins of pelvis not palpable with firm pressure.

« Thick fat store over tail base, caudal vertebrae
not palpable.
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