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7. Hygienein Versuchstierhaltungen

7.1  Bedeutung des mikrobiologischen Statusvon Versuchstieren

Dem Hygieneniveau von Versuchstieren kommt eine herausragende Bedeutung zu, da interkur-
rente Infektionen, die wahrend der Experimental phase auftreten, die wissenschaftliche Aussage-
kraft der Tierversuche in erheblichem Umfang einschranken (Baker, 1998). Versuchstierkundli-
che Hygienedefizite sind tierschutzrechtlich relevant und widersprechen guter wissenschaftlicher
Praxis. Hohe mikrobiologische Qualitdtsniveaus kdnnen in der Regel nur in solchen Ver-
suchstierhaltungen langfristig gehalten werden, die entsprechende bauliche Voraussetzungen
(z.B. Sterilfiltration der Zuluft, Sterilisation der K&figmaterialien in Durchfahrautoklaven, Perso-
nalschleusen) erfillen und bei denen geeignete Hygieneregeln in konsequenter Weise befolgt
werden. Bei der Planung von V ersuchstierhaltungen muss berticksichtigt werden, dass das bauli-

che Konzept ganz mal3geblich tUber den Hygienestatus entscheidet.

7.2  Mikrofloravon Versuchstieren

Saugetiere sind physiologischerweise mit einer Vielzahl unterschiedlicher apathogener Mikroor-
ganismen (mehrere 100 verschiedene Spezies, vorzugsweise Bakterien) besiedelt, die in ihrer
Gesamtheit als autochthone Flora bezeichnet wird. Die autochthone Flora siedelt auf Haut und
Schleimhauten und macht einen signifikanten Anteil des Darminhaltes aus. Alle Vertreter der
animalen autochthonen Flora sind nicht pathogen, d.h. diese Mikroorganismen kénnen dem Tré-
gertier keinen Schaden zufuigen. Uber die autochthone Flora hinaus koénnen Versuchstiere aber
ebenfalls mit solchen Mikroorganismen besiedelt sein, die obligatorisch oder bei entsprechender
Gelegenheit wie z.B. einer Immunsuppression (opportunistische Erreger) Krankheiten verursa-
chen kénnen. Mikroorganismen, die in ihren Trégertieren Krankheiten induzieren kénnen, wer-
den als pathogen bezeichnet. Die mikrobiologische Standardisierung von Versuchstieren kann
daraufhin abzielen, die gesamte autochthone Flora zu eliminieren oder kann lediglich das Ziel
verfolgen, die jeweilige Palette Spezies-spezifischer pathogener Mikroorganismen zu kontrollie-
ren (van Zutphen et a., 1995).

7.3  Versuchstierkundliche Hygieneniveaus

Entsprechend der Unterscheidung in autochthone Flora und pathogene Mikroorganismen kdnnen
bei Versuchstieren folgende Hygienestufen unterschieden werden (van Zutphen et a., 1995,
Weiss et ., 2003):
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-Gnotobiotische Tiere: Gnotobiotische Tiere tragen weder eine autochthone Flora noch pathoge-
ne Organismen. Bei gnotobiotischen Tieren, und nur bei solchen Tieren, kann von einer
mikrobiologischen Standardisierung gesprochen werden.

-Spezifiziert Pathogen Freie (SPF) Tiere: Bei SPF-Tieren liegen keinerlel Informationen tber die
Zusammensetzung der komplexen autochthonen Flora vor. Aus diesem Grunde kann bei
SPF-Tieren auch nicht von einer mikrobiol ogischen Standardisierung gesprochen werden.
Von einem SPF-Hygienestatus wird dann gesprochen, wenn regelmal3ig bestimmt wird,
welche pathogenen Mikroorganismen die Versuchstiere tragen. Bel der Uberwiegenden
Anzahl von Tierversuchen wird der Einsatz von SPF-Versuchstieren gefordert. Dabel ist
anzumerken, dass SPF-Tiere in den wenigsten Félen vollig frei von pathogenen Mikro-
organismen sind; in diesem Sonderfall spricht man von einem spezifisch Pathogen-freien
Hygienestatus. In der Uberwiegenden Mehrzahl der Félle werden SPF-Tiere ein spezifi-
ziert Pathogen-freies Hygieneniveau aufweisen sein, d.h. esist genau bekannt, welche pa-
thogenen Mikroorganismen vorhanden sind.

-Konventionelle Tiere: Bei konventionellen Tieren liegen weder Informationen Uber die auto-

chthone Flora vor, noch ist bekannt, welche pathogenen Organismen die Tiere tragen.

74  Gnotobiotische Tierhaltung

Von einer gnotobiotischen Tierhaltung wird gesprochen, wenn die mikrobiol ogische, insbeson-
dere die bakterielle, Besiedlung der Versuchstiere genau bekannt ist. Es werden keimfreie und
assoziierte Gnotobioten unterschieden.

Keimfreie Gnotobioten

Gnotobiotische Tiere konnen einerseits vollig keimfrel sein. Keimfreie Gnotobioten hatten noch
nie Kontakt mit einem viralen, bakteriellen oder parasitol ogischen Mikroorganismus, d.h. esfand
noch nie eine Interaktion des Versuchstiers mit einer mikrobiologischen Lebensform oder einem
Virus statt. Keimfreie Tiere weisen physiologische und anatomische Besonderheiten auf. So ist
der Blinddarm (Caecum) deutlich vergrofert und die Darmwand verdiinnt (hypotroph). Auch der
Darminhalt zeigt eine besondere Konsistenz auf; er ist flissiger und weicher und zeigt ein veran-
dertes Redoxpotential im Vergleich zu nicht keimfreien Tieren. Die mit der Keimfreiheit ver-
bundenen anatomischen und physiologischen Besonderheiten fiihren héufig zu gesundheitlichen
Beeintrachtigungen; insbesondere der vergrof3erte Blinddarm fuhrt zu einer deutlichen Verkir-

zung der Lebenserwartung keimfreier Tiere.
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Assoziierte Gnotobioten

Um die aufgefiihrten physiologischen und anatomischen Besonderheiten keimfreier Tiere zumin-
dest teilweise auszugleichen, werden keimfreie Tiere haufig assoziiert. Dies bedeutet, dass die
keimfreien Tiere mit einem qualitativ genau bekannten Bakterienspektrum besiedelt werden. Zur
Assoziierung werden fakultativ oder obligat anaerobe Mikroorganismen (z.B. Laktobazillen oder
Sporenbildner) eingesetzt. Die Flora, die zur Assoziierung eingesetzt wird, umfasst in der Regel
nur wenige Bakterienspezies. Bei Assoziierung der Versuchstiere mit 1 bzw. 2 bzw. 3 Bakterien-
spezies spricht man von mono-, di- oder tri-assoziierten Tieren. Zum Teil werden jedoch auch
sehr komplexe aus ca. 10 Bakterienspezies zusammengesetzte Bakterienfloren (z.B Schaedlerflo-
ra, Wensinck-Flora) zur Assoziierung eingesetzt. Solche komplexen Floren sind in der Lage, eine
Besiedelung der Tiere mit weiteren Bakterienspezies in gewissem Umfang zu verhindern. Man
bezeichnet sie deshalb auch als , colonization resistent flora (CRF)" Assozierte Gnotobioten
konnen nicht eigenstandig entwickelt werden, sondern miissen immer aus keimfreien Tieren her-
geleitet werden.

Technik der Herstellung von gnotobiotischen Tieren

Aus unterschiedlichen Griinden gelang es nicht bei allen Versuchstierspezies, keimfreie Tiere zu
erzeugen. Bel den Spezies Maus und Ratte ist die Entwicklung keimfreier Tiere jedoch gelungen.
So werden heute eine Vielzahl keimfreier Maus- und Rattenstamme gehalten. Die ersten keim-
freien (Baby-) Tiere wurden dabei durch Hysterektomie (Kaiserschnitt) unter sterilen Bedingun-
gen entwickelt und ,, mit Hand“ aufgezogen. Auf diese aufwendige Art der Herstellung keimfreier
Tiere ist man heute nicht mehr angewiesen. Da zahlreiche versuchstierkundliche Einrichtungen
Uber keimfreie Mause und Ratten verfigen, konnen diese Tiere genutzt werden, um neue Tier-
stamme auf keimfreies Niveau zu heben. Dazu werden die auf keimfreies Niveau zu verbringen-
den Tiere entweder in Embryonenform (Embryotransfer) oder unmittelbar vor der zu erwarten-
den Geburt als Baby (Hysterektomie) in das keimfreie Milieu eingeschleust. Bei Einschleusung
von Embryonen werden diese im keimfreien Milieu auf Empfangertiere tbertragen und von die-
sen ausgetragen. Bel Einschleusung von Babies Ulbernehmen keimfreie Ammen die Jungenauf-
zucht.

Tierexperimentelle Nutzung gnotobiotischer Tiere

Trotz des erheblichen technischen Aufwands, der mit der gnotobiotischen Tierhaltung verbunden
ist, ist dieses Hygieneniveau durchaus weit verbreitet. Allerdings ist die Palette gnotobiotisch
verfligbarer Maus- und Rattenstamme wenig breit. Die gnotobiotische Technik wird zur tierexpe-
rimentellen Untersuchung immunsuppressiver Therapieformen und zur Erforschung der intesti-

naen Okologie eingesetzt. Auch die Haltung stark immungeschwéchter Tiere wie z.B. von
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SCID-Méusen (severe combined immunodeficiency: kombinierter B- und T-Zellmangel) erfolgt
unter gnotobiotischen Bedingungen am sichersten.

Technik der gnotobiotischen Versuchstierhaltung

Der gnotobiotische Hygienestatus kann nur durch eine absolute Barriere gewéhrleistet werden.
Bei absoluten Barrieren wird die Tierhaltung so hermetisch von der Umgebung abgetrennt, dass
das Eindringen von Mikroorganismen sicher verhindert wird. Als absolute Barriere werden tbli-
cherweise Isolatoren aus luftdichten, transparenten, flexiblen PV C-Hullen eingesetzt. Damit die
Tiere innerhalb der Isolatoren hantiert werden konnen, mussen Handschuhe in luftdichter Weise
in die Hille integriert sein. Der Isolator muss weiterhin Uber eine Be- und Entliftung verfligen.
Die Beluftung erfolgt aktiv Uber einen Ventilator, die Entltftung erfolgt passiv. Hierdurch ent-
steht im Isolator ein Uberdruck gegeniiber der Umgebung; diese Druckverhaltnisse sind sehr
wichtig zur Aufrechterhaltung des gnotobiotischen Hygienestatus. Selbstverstandlich muss die
Zuluft vor Einleitung in den Isolator sterilfiltriert werden. Um bel Liftungsausfalen den Rick-
strom unsteriler Luft Uber das Abluftsystem in den Isolator zu verhindern, wird die Abluft durch
eine ,Falle’ geleitet (Abluftfale), die eine Umkehr der Stromungsrichtung der Abluft sicher ver-
hindert. Alle Versorgungsmaterialien (Futter, Wasser), die in den Isolator eingebracht werden,
werden zunéchst in Zylindern durch Autoklavierung sterilisiert und dann unter sterilen Bedin-
gungen in den Isolator eingeschleust. Die Materialschleuse stellt somit ebenfalls einen essentiel -
len Teil der Keimfrei-Isolatortechnik dar. Die Sterilisierung der Schleuse erfolgt chemisch durch
Peressigsaure; vor Schleusendffnung wird die Saure durch sterile BelUftung entfernt. Das Peres-
sigsdure Sterilisationsverfahren wird ebenfalls benutzt, um die Isolatoren vor der Inbetriebnahme

zu entkeimen.
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Abbildung 7.1: Isolator austransparenter, flexibler PVC-Hulle zur Haltung gnotobiotischer Tiere

Der Ventilator 1 versorgt den Isolator Uber den Sterilfilter 2 mit Frischluft. In die Isolatorhiille sind Handschuhe (3),
eine Materialschleuse (4) sowie eine Abluftfalle integriert. Die Abbildung wurde freundlicherweise von der Firma
Scanbur, Danemark, zur Verfiigung gestellt.

75  Spezifisch bzw. spezifiziert Pathogen-freie (SPF) Tierhaltung

Obwohl nur die gnotobiotische Tierhaltung eine mikrobiologische Standardisierung gewéhrleis-
tet, ist diese Haltungsform technisch und personell zu aufwendig, um tierexperimentelle Studien
regelmaig auf diesem Hygieneniveau durchfiihren zu kénnen. Die Haltung der Gberwiegenden
Mehrzahl von Versuchstieren erfolgt deshalb gemal3 des sogenannten SPF-Hygienekonzepts. In
SPF-Versuchstierhaltungen muss regelméliig auf die Présenz pathogener Mikroorganismen un-
tersucht werden. Dabel existieren Empfehlungen der FELASA (Federation of European Labora
tory Anima Science Associations) bezlglich der Spezies-spezifischen Palette der pathogenen

Erreger, bezlglich der Untersuchungsintervalle, beziglich der Untersuchungsmethodik sowie
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beziiglich des Probenumfangs zur Konstatierung des SPF-Status (Nicklas et al. 2001). Es muss

jedoch als problematisch bewertet werden, dass die akkurate Einhatung der FELASA-

Empfehlungen zur Zeit nicht von unabhangigen Instanzen kontrolliert wird. Vielmehr liegt esim

Ermessen des Tierhal tungs-Managements, ob tberhaupt, und falls ja wie genau, die zur Deklara-

tion des SPF-Status erforderlichen Untersuchungen auch tatséchlich durchgefiihrt werden. SPF-

Tierhatungen missen in der Lage sein, ein Hygienezeugnis zu erstellen, aus dem hervorgeht,

welche pathogenen Mikroorganismen im Tierhaltungsbereich anzutreffen sind und welche eben

nicht. Aus den aufgeftihrten Grinden steht und fallt die Zuverlassigkeit solcher Zertifikate mit
der Integritédt des jeweiligen Tierhaltungsmanagements.

Grindefur diestarke Verbreitung des SPF-Hygienekonzepts

Die Uberwiegende Mehrzahl von Tierversuchen wird an spezifiziert Pathogen-freien Versuchstie-

ren durchgeftihrt. Hierfur kénnen nachfolgende Griinde angeftihrt werden:

-Sehr virulente tierpathogene Mikroorganismen kénnen durchaus zu Infektionskrankheiten bel
Versuchstieren und auch zu Tierverlusten fiihren. So wurden beispiel sweise vor wenigen
Jahrzehnten ganze Maushaltungsberei che durch epidemische Ausbriiche muriner Pocken
hinweggerafft. Die ,Killer* unter den Versuchstierkeimen sind heute allerdings aufgrund
entsprechender Bekémpfungsmal3nahmen eher selten geworden. Die in der heutigen Zeit
Uberwiegend anzutreffenden Versuchstierinfektionen verlaufen zumeist klinisch inappa
rent.

-Unter Stressbedingungen (bedingt durch z.B. tierversuchsbedingte Belastungen oder suboptima-
le Haltungsbedingungen) konnen auch ansonsten harmlose Versuchstier-pathogene Erre-
ger zu klinisch apparenten Erkrankungen fhren.

-Viele Versuchstier-pathogene Erreger kdnnen die Ergebnisse von Tierversuchen beeintrachti-
gen. So ist bekannt, dass z.B. tierische Verhatensweisen, Wachstumsraten, Organge-
wichte, oder Immunreaktionen durch interkurrente Infektionen der Versuchstiere mit tier-
pathogenen Erregern beeinflusst werden.

-Bestimmte Versuchstier-pathogene Erreger kdnnen zur Kontamination biologischer Materialien
(wie Gewebekulturen, Zdlinien, transplantable Tumoren, biologische Produkte etc.) fih-
ren und die Qualitét dieser Produkte mal3geblich beeintrachtigen.

-Einige Versuchstier-pathogene Erreger kdnnen Zoonosen verursachen und stellen somit eine
Geféhrdung des tierpflegerischen oder wissenschaftlichen Personas dar (z.B. LCMV,
Hantan, Listeria). Es muss jedoch angemerkt werden, dass das Auftreten gefahrlicher

Zoonose-Erreger in Versuchstierhaltungen in der heutigen Zeit nur ene untergeordnete

-114-



Hygiene Dr. med. vet. Kurt Reifenberg, DipECLAM

Rolle spielt. Bei der Heimtierhaltung besteht ein deutlich gréReres Risiko der Ubertra-
gung von Infektionskrankheitserregern vom Tier auf den Mensch.

Technische, bauliche und organisatorische Umsetzung des SPF-Hygienekonzepts

Das SPF-Hygienekonzept wird in erster Linie durch eine Barrierentechnik realisiert. Dabel wird

ein einzelner oder i. d. R. eine Gruppe von Tierhatungsrdumen durch eine Hygienebarriere von

der Umgebung abgeschottet. Die Hygienebarriere umfasst dabei folgende Komponenten:

-LUftungsbarriere: Die Zuluft von SPF-Tierhatungen wird i.d.R durch Schwebstofffilter von
Kleinstpartikeln gereinigt. Schwebstofffilter kdnnen Kontaminationen der Zuluft mit Bakte-
rien, Viren oder Pilzen sehr sicher abfangen.

-Materiabarriere: Fir die Tierversorgung notwendige Versorgungsmaterialien wie frische Ké&fige
und Futter werden i.d.R. vor Einschleusung in den SPF-Tierhatungsbereich behandelt. Dies
erfolgt Ublicherweise durch einen in die Barriere integrierten Durchfahrautoklaven. Das Au-
toklavierungsprogramm wird so gewahlt, dass zumindest eine sichere Desinfektion der K&
fighaltungsei nrichtungen gewahrleistet ist. In vielen Féllen wird sogar eine Sterilisierung des
Materials durchgefuhrt, obwohl dies prinzipiell nicht zwingend erforderlich wére. Die Mate-
rialbarriere umfasst ebenfalls die mikrobiologische Kontrolle des fur die Tiere erforderlichen
Trinkwassers. Haufig wird gewohnliches Leitungswasser zum Tranken der Tiere eingesetzt.
Die Kontaminationsgefahr, die von gewohnlichem Trinkwasser fur Versuchstiere ausgeht,
ist in Deutschland als &ul3erst gering einzustufen; da solches Wasser einer standardisierten
intensiven mikrobiol ogischen Qualitétskontrolle unterliegt (Trinkwasserverordnung). In vie-
len Fallen wird das in SPF-Tierhaltungen zur Tiertrénke eingesetzte Wasser zusétzlich des-
infiziert oder gar sterilisiert. Zur Trinkwasser-Desinfektion werden meist die Methoden der
UV-Bestrahlung, Azidifizierung, Chlorierung oder Ozonierung verwandt eine -Sterilisierung
kann durch Autoklavierung erreicht werden.

-Personalbarriere: Ganz allgemein ist der Personal zutritt zu SPF-Tierhatungen auf das unerl&3li-
che Mal3 zu reduzieren. Der Zutritt zu SPF-Tierhaltungen erfolgt Uber Personalschleusen, in
denen Schutzkleidung angelegt wird. Zum Teil erfolgt der Zutritt durch Luftduschen, die
Staubpartikel und die daran eventuell gebundenen Mikroorganismen vom Personal entfer-
nen. Be einem Teil der SPF-Anlagen kann der Zutritt erst nach einem obligatorischen
Duschvorgang erfolgen. Der Nutzen dieses , Zwangseinduschens® ist jedoch umstritten, da
hierdurch lediglich eine Keimreduktion jedoch keine Desinfektion erreicht wird.

-Tierzugangsbarriere: Die Aufnahme neuer Tierstdmme in SPF-Tierhaltungen kann selbstver-
sténdlich nicht unkontrolliert erfolgen. Zu grof3 ist die Gefahr, dass durch solche Vorgénge

neue Tierpathogene die Hygienebarriere Uberwinden. Prinzipiell gilt, dass in eine SPF-
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Tierhatung nur Tiere einer anderen SPF-Tierhaltung aufgenommen werden kénnen. Gemal3
des SPF-Hygienekonzepts muss die den Tierstamm abgebende Tierhaltung in der Lage sein,
ein mikrobiologisches Zeugnis Uber pathogene Mikroorganismen zu erstellen. Das Manage-
ment der den Tierstamm aufnehmenden Tierhaltung kann nun entscheiden, inwiefern es dem
mikrobiologisches Zeugnis vertraut und inwiefern der angegebene Hygienestatus kompatibel
zur eigenen Haltung ist. Ublicherweise werden Neuzugange mit verlésslichen und giinstigen
Hygienedaten quarantanisiert und erst nach der Verifizierung des hygienischen Status erfolgt
eine Aufnahme in den SPF-Bereich. Bei ungunstigem Hygienezeugnis wird eine Sanierung
des Hygienestatus des Tierstamms durch Embryotransfer durchgeftihrt. Dabel wird der Tier-
stamm in Form von Embryonen, die sich noch nicht in die Gebahrmutter eingenistet haben
(Préimplantationsembryonen), in den SPF-Barrierenbereich eingeschleust und dort auf ge-
eignete Empfangertiere Ubertragen. Durch den Embryotransfer kann die Einschleppung von

Tier-pathogenen Erregern in einen SPF-Haltungsbereich am sichersten unterbunden werden.
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Abbildung 7.2: Plan einer SPF- Barrierentierhaltung

Die Raume 3-8 dienen der Tierhaltung. In Raum 2 wird das Trinkwasser der Tiere angesduert, in Flaschen abgeftillt
und gelagert. In Raum 12 werden Embryotransfers zum Einschleusen neuer Tierstémme in die Tierhaltung durchge-
fuhrt. Raum 13 dient zu Dokumentationszwecken. In Raum 14 ist ein Durchfahrautoklav und in Raum 15 eine H,O»-
Materialschleuse zum Einschleusen von Materia in den Tierhaltungsbereich etabliert. Die Raume 16 und 18 stellen
Personalschleusen dar, in Raum 17 sind WCs untergebracht. In Raum 9 befindet sich die Spllkuche, die mit einer
Bandspllmaschine ausgestattet ist. Die Schleuse 11 dient dem Ausschleusen von verschmutzten Materidien in die
Spulkiiche. Der Flur 1 stellt in erster Linie den Fluchtweg dar. In Flur 10 werden die sterilisierten V ersorgungsmate-
ridien fir die Tierhaltung entnommen und auch gelagert. Flur 19 dient zur Beschickung von Autoklav und H,O,-

Schleuse.
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Die Réume 14-18 stellen die Hygienebarriere dar. Durch die Barriere geschiitzt werden die Tierrdume 3-8, der reine
Lagerflur 10, das Embryotransferlabor 12 und die Dokumentation 13. Der Planausschnitt wurde freundlicherweise

von der Firma Doranth und Post Architekten, Deutschland, zur Verfligung gestellt.

Zusétzliche Absicherung des Hygienestatus von SPF-Tierhaltungen durch den Einsatz von
Mikroisolator kafigen

Bei vielen SPF-Tierhaltungen erfolgt die Absicherung des Hygieneniveaus ausschlief3lich durch
die Hygienebarriere. In der Vergangenheit hat sich jedoch gezeigt, dass SPF-Barrieren haufig
durch pathogene Erreger Uberwunden wurden. Bei diesen Kontaminationsfallen kam es, nach-
dem die Hygienebarriere erst einmal tiberwunden war, zu einer raschen und vollsténdigen Durch-
seuchung des gesamten durch die Barriere geschiitzten Tierbestands. Es wurden deshalb Uberle-
gungen angestellt, wie SPF-Bereiche Uber den Barrierenschutz hinaus hygienisch abgesichert
werden konnten. Diese Anstrengungen fiihrten zur Entwicklung von Mikroisol atorkafigen. Ubli-
che Nagetierkéfige bestehen aus einer luftdichten K&figschale, die von einem Gitterdeckel ver-
schlossen wird. Durch den Gitterdeckel kann ein freier Austausch von Partikeln zwischen Kéfig-
innerem und Umgebung stattfinden. Auf diesem Weg gelangen Partikel direkt von einem Ké&fig
zum anderen und fuhren zu einer raschen Ausbreitung von Infektionen. Bei Mikroisolatorkafigen
wird der freie Partikel austausch zwischen Kéafigen unterbunden. Bei SPF-Tierhaltungen mit Mik-
roisolatork&figen ist prinzipiell jeder einzelne Ké&fig ein eigenes Hygienekompartiment. Im Ge-
gensatz dazu stellen bei SPF-Barrierenhaltungen ohne Mikroisolatorkéfige die Gesamtheit aller
hinter der Barriere gelegenen Ké&fige das Hygienekompartiment dar. Der Hygieneschutz von
Mikroisolatork&figen kommt insbesondere dann zur vollen Geltung, wenn alle Manipulationen
an Tieren nicht offen, sondern unter Sicherheitswerkbanken oder speziellen Umsetzstationen
durchgefuhrt werden. Sicherheitswerkbanke (der Klasse I1) und Umsetzstationen bieten durch
einen vertikalen laminaren Strom steriler Luft einen mikrobiologischen Objekt- und Personen-
schutz. Durch den Einsatz von Mikroisolatorkéfigen in Kombination mit Sicherheitswerkbénken
und Umsetzstationen erhaten SPF-Tierhaltungen eine méchtige Hygieneunterstiitzung. Zum ei-
nen kénnen sie verhindern, dass pathogene Erreger, die die Barriere durchbrochen haben, an den
Tierbestand gelangen und zu Infektionen der Versuchstiere fihren. Zum anderen ist bei bereits
erfolgter mikrobiologischer Kontamination von Versuchstieren die Ausbreitungsgeschwindigkeit
der Erreger so stark herabgesetzt, dass bei gutem Tierhaltungsmanagement prinzipiell die M6g-
lichkeit besteht, die Kontamination durch gezielte Eliminierung infizierter Tiere und nicht durch
die sehr aufwendige erneute Etablierung der SPF-Anlage zu beseitigen. Den gravierenden Vortei-
len von Mikroisolatorkéfigen stehen ihre hoher Anschaffungs- und Unterhaltskosten sowie der

durch das Umsetzen der Tiere unter speziellen Umsetzstationen personelle M ehraufwand entge-
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gen. Da beim Einsatz von Mikroisolatorkéfigen prinzipiell der einzelne K&fig zur Hygieneeinheit
wird, gestaltet sich Kontrolle des Hygienestatus von SPF-Anlagen mit solchen K&figsystemen als
problematisch. Es kdonnen zwel unterschiedliche Typen von Mikroisolatork&figen unterschieden
werden, Filtertopkafige und individuell ventilierte Ké&fige (IVCs).

Bel Filtertopkafigen ist das K&figgitter von einer Haube abgedeckt, in die ein Grobfilter integriert
ist. Der Grobfilter verhindert den Partikelaustausch zwischen Ké&figinnerem und der Umgebung
sehr effizient und bewirkt somit eine betréchtliche Erhéhung des Hygieneschutzes. Der Grobfil-
ter behindert aber auch den Luftaustausch, so dass aus Filtertopkafigen Schadstoffe wie NH3
oder H,S, die durch mikrobielle Zersetzung aus tierischen Ausscheidungen entstehen, wesentlich
schlechter abgefiihrt werden, als dies bei ungefilterten , offenen” Ké&figen der Fall ist. Die Hal-
tung von Tieren in Filtertopkadfigen geht deshalb haufig mit intermittierend hohen Schadstoff-
konzentrationen einher. Dabel ist die Schadstoffkonzentration zum Zeitpunkt des Einbringens
der Tiere in einen frischen K&fig gering und steigt bis zum folgenden K&figwechsel almahlich
an. Zur zumindest teilweisen Kompensation dieses Effekts werden Filtertopk&fige meist zweimal
wochentlich oder noch haufiger umgesetzt. Beim Umsetzen werden die Tiere von den ver-

schmutzten in frische K&fige transferiert.

Abbildung 7.3: Filtertopkéfig
Der Ké&fig besteht aus der Ké&figschale aus transparentem Kunststoff, dem Gitterdeckel, in den eine Raufe zur Auf-

nahme von Futter und Wasserflasche eingearbeitet ist, und der Haube, in die ein Grobfilter integriert ist.

In den letzten Jahren hat sich ein vollig neuartiges System von Mikroisolatorkéfigen stark ver-
breitet. Dabei handdlt es sich um IV C-(individually ventilated cage) Systeme. Bei IV C-Systemen
wird jeder einzelne K&fig individuell ventiliert. Dazu erforderliche Zu- und Ableitungd Uftungs-
kandle sind direkt in das K&fighaltungsgestell integriert. Die Ventilatoren (meist Zu- und Abluft-

-118-



Hygiene Dr. med. vet. Kurt Reifenberg, DipECLAM

ventilator) befinden sich in einer separaten Liftungseinheit, die entweder in das Tierhaltungsge-
stell integriert oder davon getrennt aufgestellt ist. Die Zuluft zum IV C wird sterilfiltriert. Bei der
individuellen Ventilation der K&fige wird in der Regel eine ca. 50-fache stundliche K&figluft-
wechselrate eingestellt. Hierdurch werden die im K&fige durch mikrobielle Zersetzung tierischer
Ausscheidungen entstehenden Schadstoffe hocheffizient abgefihrt. Wird die Abluft des IVC-
Gestells direkt in das Abluftsystem des Tierhaltungsraums eingel eitet, werden auch die K onzent-
rationen von Schadgasen im Tierhaltungsraum deutlich reduziert. Deshalb kann in solchen Féllen
die fur Tierhaltungsraume Ublicherweise geforderte 15-18-fache Raumluftwechselrate auf eine ca
8-fache Rate heruntergesetzt werden. Dabel muss jedoch beachtet werden, dass die Tierrauml Uf-
tung nicht nur zur Ableitung von Schadstoffen sondern ebenfalls zur Temperaturkontrolle dient.
Neuere Tierhatungskonzepte sehen vor, die Beltftung der 1V C-Einheiten nicht mehr durch ein-
zelne, im Tierhatungsraum aufzustellende, dezentrale Ventilatoren zu erreichen, sondern die
IVCs zentra an die Gebaude-Bel iftung anzuschlief3en. Die Zeit wird zeigen, ob sich das Kon-
zept der zentralen 1V C-Anbindung durchsetzen kann.

Die Vorteile der IVC-Haltung liegen -ahnlich wie beim Einsatz von Filtertopkafigen- in der bes-
seren mikrobiologischen Abschirmung. Wahrend es bei den lediglich passiv ventilierten Filter-
topkéfigen jedoch zu einer Akkumulation von Schadstoffen im K&fig kommen kann, kann dieses
Problem beim aktiv ventilierten IV C-Gestdl nicht auftreten. Das Mikroklimain IV C-K&figen ist
sogar besser als das von ,offenen” Haltungssystemen, bei denen ein passiver Luftaustausch
durch die K&figgitter erfolgt. So kdnnen bei offenen Haltungssystemen, bei denen Ublicherweise
einma wochentlich die Ké&figeinstreu gewechselt wird, in Abhangigkeit von der K&figbelegung
durchaus kurz vor dem Umsetzen erhdhte NHz;—Konzentrationen auftreten. Im Gegensatz dazu
werden bei |V C-Haltung auch kurz vor dem Umsetzen der Tiere keine erhdhten Schadstoffkon-
zentrationen beobachtet. Zum Teil wird deshalb erwogen, 1VC-K&fige nur alle 14 Tage zu wech-
seln.
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Abbildung 7.4: Schema der Luftfihrungin eéinem IVC-K &fig

Der IVC-Ké&fig besteht wie der Filtertopkéfig aus der K&figschale aus transparentem Kunststoff (1), dem Gitterde-
ckel (2), in den eine Raufe zur Aufnahme von Futter und Wasserflasche (3) eingearbeitet ist, und der Haube (4).
Allerdings wird der K&fig Uber die Zuluftéffnung 7 und die Abluftoffnung 8 aktiv ventiliert. Der in die ansonsten
geschlossene Haube integrierte Grobfilter 5 sichert die Ké&figventilation bel Ausfall des Ventilationssystems des
Ké&figs. Die Abbildung wurde freundlicherweise von der Firma Tecniplast Deutschland GmbH, Deutschland, zur

Verflgung gestellt.

Inbetriebnahme von SPF-Tierhaltungseinheiten

Vor der Inbetriebnahme von SPF-Tierhatungen ist eine grindliche Raumdesinfektion unbedingt
erforderlich. Unter optimalen Bedingungen werden die Tierhaltungsraume mit Formaldehyd oder
mit ,,trockenem” H,O, begast. Beide Methoden sind hocheffizient, prinzipiell kann eine Raum-
sterilisierung erreicht werden. Bei der Durchfiihrung von Raumbegasungen mit Formaldehyd
stellt sich jedoch das Problem des Aufwands der Legalisierung. Hierfir sind entsprechend ge-
schulte Personen (Befahigungsscheininhaber) sowie eine behordlich ausgestellte spezielle Bega
sungserlaubnis erforderlich. Raumbegasungen mit H,O, erfordern einen geringeren Legalisie-
rungsaufwand, hier erweisen sich jedoch die hohen Anschaffungskosten des Superoxid-
Generators von Nachteil. Als Alternative zu Raumbegasungen koénnen die Tierhatungsraume
auch durch Dampfbestrahlung und/oder Scheuerwischdesinfektion desinfiziert werden. Zur ,lege

artis* Inbetriebnahme von SPF-Tierhaltungen werden keimfreie Tiere mit einer komplexen Co-
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lonization-Resistant-Flora (CRF) wie der Schédler- oder der Wensinck-Flora assoziiert. Die
CRF-assoziierten Tiere dienen nun as Empfangertiere bei Embryotransfers zur Einbringung wei-
terer Stémme in die SPF-Kolonie. Obwohl die CRF-Assoziierung eine Besiedelung mit weiteren
Bakterien verzogern soll, ist die Akquirierung weiterer Bakterienspezies im Laufe der Jahre un-
ausweichlich. Die Initiierung einer SPF-Kolonie auf CRF-Niveau ist jedoch eher die Ausnahme
als die Regel. Meist werden SPF-Tierhaltungen aufgebaut, indem SPF-Tiere aus anderen Kolo-
nien bezogen werden und diese dann als Empféangertiere bei der Einbringung weiterer Stdmmein
die SPF-Anlage mittels Embryotransfer dienen.
M 6glichkeiten der Kontamination von SPF-Tier haltungsber eichen
In Anbetracht des betréchtlichen Aufwands, der damit verbunden ist, einmal kontaminierte SPF-
Bereiche wieder zu sanieren, sollten alle Anstrengungen unternommen werden, den Hygienesta-
tus von Tierhaltungen mdglichst langfristig zu bewahren. Voraussetzung hierfir ist genaue
Kenntnis moglicher Kontaminationsrouten.
-Kontamination durch das Einbringen Pathogen-bel asteter Versuchstiere
Dieser Kontaminationsmodus ist der sicherlich haufigste von allen. Der Kontaminations-
weg kommt zum tragen, wenn die Tierzugangskontrolle nicht griindlich genug durchge-
fuhrt wird. Grtnde hierfir liegen haufig im Tierhaltungsmanagement (fehlende oder zu
wenig stringente Eingangskontrolle). In diesem Zusammenhang muss nochmals betont
werden, dass die Moglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass mikrobiologische
Zeugnisse fremder Institutionen nicht in vollem Umfang der Wahrheit entspricht. Letzt-
endlich kann nur das kategorische Einbringen neuer Tierstdmme im Rahmen von hygie-
nisch einwandfrel durchgefihrten Embryotransfers SPF-Bereiche relativ sicher vor die-
sem Infektionsweg schitzen. Zumindest sollten zu importierende Tiere mit vermeintlich
gunstigem Hygienezeugnis zur Verifikation des Hygienestatus quaranténisiert werden.
-Kontamination durch die Verwendung biologischer Materialien:
Auch dieser Kontaminationsweg ist haufig zu beobachten. Versuchstiere dienen als Liefe-
ranten von Seren, Ascitesflissigkeit, Organen, Mikroorganismen, Tumoren, Zellen etc.
Dieses biologische Materia kann Viren, Mykoplasmen und intrazellulére Bakterien ent-
halten, die tierpathogen sind. Bei Einbringung solcher kontaminierter Materialien in Tier-
haltungen (z.B. im Rahmen tierexperimenteller Nutzung) kann dies zur Kontamination
des Tierhaltungsbereichs fihren. Der Infektionsweg kann einerseits unterbunden werden,
indem die Prasenz infektidser Mikroorganismen in biologischen Materialien im AP-Test
(Antibody Production Test) oder durch Anwendung molekulargenetischer Methoden si-

cher evaluiert wird. Andererseits hat sich in der Vergangenheit bewahrt, die Zucht und die
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experimentelle Nutzung von Versuchstieren in unterschiedlichen Barrierenbereichen
durchzufiihren. Durch dieses Vorgehen kénnen kontaminierte Experimental haltungsbe-
reiche relativ leicht nach Keulung oder Auslagerung des kontaminierten Tierbestands und
der Reinigung und Desinfektion des Bereichs mit Tieren der Zuchtbereiche repopuliert

werden.

-K ontamination durch das Persona

Dieser Kontaminationsweg kommt dann zum tragen, wenn die Personabarriere leck ist.
Ursache hierfur kann fehlerhaftes Management (ungentigende Personal barrierenmal3nah-
men, ungentuigende Information des Personals, Auswahl unzuverlassigen Personals, zu ge-
ringe Autoritét des Managements) sein. Haufig setzen sich aber tierexperimentelle Nutzer
ganz bewusst Uber Hygieneregeln hinweg. Das Personal kann entweder direkt mit tier-
pathogenen Mikroorganismen wie Salmonella sp., Mycobacterium tuberculosis, Pneumo-
cystis carinii oder Staphylococus sp. besiedelt sein und so eine mikrobiologische Geféh-
rung der Tierhaltungen darstellen. Wesentlich haufiger dient das Personal jedoch als Vek-
tor fur Mikroorganismen. Es ist deshalb sehr wichtig, eindeutige Hygienemal3nahmen fir
den Personalwechsel zwischen Tierhaltungen unterschiedlicher Hygieneniveaus zu etab-
lieren. Dain mikrobiologischen Laboratorien und insbesondere in versuchstierkundlichen
Diagnostiklabors haufig mit tierpathogenen Mikroorganismen hantiert wird, sollte Tier-
pflegepersona zu solchen Ra&umen keinen Zutritt haben. In diesem Zusammenhang muss
auch erwahnt werden, dass Heimtiere haufig ein geféhrliches Erregerreservoir fir Labor-
nager darstellen. Dem Tierpflege- und tierdrztlichen Personal sollte die Haltung bestimm-

ter Haustiere (Nager und Kaninchen) deshalb verboten werden.

-Kontamination durch Materiaien und Gerétschaften

Dieser Kontaminationsweg spielt nur dann eine Rolle, wenn die Materialbarriere Lecks
aufweist. Dies kann dann auftreten, wenn die in die Barriere integrierten Geréte zur Des-
infektion oder Sterilisation von Materiadien (wie Autoklaven oder Desinfektionsmittel-
schleusen) Defekte aufweisen oder fahrlassigerweise umgangen werden. In diesem Zu-
sammenhang ist auf die regelméaRige Wartung dieser Geréte und auf die Belehrung des

Personal's hinzuweisen.

-Kontamination durch die Zuluft

Auch Lecks in der Liftungsbarriere kbnnen zur Kontamination von SPF-Tierhaltungen
fuhren. Dieser Infektionsmodus kann insbesondere dann eine Rolle spielen, wenn die Zu-

luft von SPF-Tierhatungen keine Einzelanlagen darstellen. Auch bel Koexistenz von
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SPF-Tierhaltungen und kontaminierten Tierhaltungsbereichen in unmittelbarer raumlicher
Nahe muss auf diesen Infektionsweg geachtet werden.
-Kontamination durch Wildnager oder Gliedertiere
Wildnager haben in der Vergangenheit bereits sehr haufig zu mikrobiol ogischen Konta-
minationen von SPF-Tierhatungen gefiihrt. Aus diesem Grund, aber auch, um genetische
Kontaminationen zu vermeiden, missen SPF-Tierhaltungen so konstruiert sein, dass das
Eindringen von Wildnagern sicher ausgeschlossen ist. Inwiefern Gliedertiere as Vektoren
fUr tierpathogene Erreger dienen kdnnen, ist nur schwer abschétzbar. Aus algemeinen
hygienischen und tierschutzrechtlichen Erwagungen sollten SPF-Tierhaltungen aber so
konstruiert sein, dass Gliedertiere nicht oder nicht leicht eindringen konnen. Bei Befall
sind unverziglich Gegenmal3nahmen einzuleiten.
Sanierung des Hygieneniveaus kontaminierter SPF-Tierhaltungen
Die Uberwiegende Mehrzahl an SPF-Tieren wird heute in klassischen Barriereneinheiten ohne
Mikroisolatorkéfige gehalten. In solchen Anlagen sind relativ haufig Hygieneeinbriiche zu beo-
bachten. Ist der Kontaminationsfall eingetreten, muss entschieden werden, ob und, falls ja, wel-
che Sanierungsmal3nahmen zur Anwendung kommen. Ganz allgemein hat sich gezeigt, dass
durch therapeutische Interventionen (wie beispielsweise der Einsatz von Antibiotika zur Elimi-
nierung von bakteriellen Infektionen oder der Einsatz von Antiparasitika zur Beseitigung parasi-
tarer Organismen) nur selten die Beseitigung einer Kontamination erreicht werden kann. Sehr
effizient lassen sich Tierhaltungs-Kontaminationen dadurch bekdmpfen, dass der gesamte kon-
taminierte Tierbestand gekeult oder ausgel agert wird, alle hinter der Barriere befindlichen R&ume
grindlich gereinigt und desinfiziert werden und die Tierhatung anschlief3end wieder mit SPF-
Tieren repopuliert wird. Diese Vorgehensweise ist jedoch sehr zeitaufwendig und impliziert eine

temporére R&umung der Tierhaltung.

7.6  Konventionelle Tierhaltung

Bel konventiondllen Tierhaltungen liegen keinerlei Angaben zur Keimbesiedlung des Ver-
suchstiers vor. Folglich kann bei konventionellen Versuchstieren nie ausgeschlossen werden,
dass sie mit tier- oder human-pathogenen Mikroorganismen infiziert sind. Konventionelle Ver-
suchstiere stellen somit immer ein hygienisches Risikopotential dar. Insbesondere kdnnen kon-
ventionelle Tierhaltungen als Infektionsquellen fur Tierhaltungen mit héherem Hygieneniveau
dienen. Die Wahrscheinlichkeit der Infektion konventioneller Versuchstiere mit Zoonoseerregern
und die damit einhergehende potentielle Gefahrdung des Betreuungspersonals kann in der heuti-

gen Zeit ds geringgradig eingestuft werden. In konventionellen Tierhatungen, die nachweislich
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mit tierpathogenen Erregern kontaminiert sind, mussen Tiererkrankungen oder —ausféle nicht
zwangsweise wesentlich haufiger vorkommen a's in SPF-Tierhaltungsbereichen. Haufig handelt
es sich bei den Erregern um Opportunisten, die keine Krankheitssymptome hervorrufen, solange
keine zusétzlichen Stressoren wirksam sind. Werden solche Tiere jedoch im Rahmen von Tier-
versuchen zusétzlich belastet, so ist mit Erkrankungen und Todesfélen zu rechnen, die durch
Infektionskrankheiten verursacht sind. Zudem wird die Aussagekraft der wissenschaftlichen Ex-
perimente beeintrachtigt sein. Aus diesen Griinden sind konventionelle Tierhaltungen in der heu-
tigen Zeit eher kritisch zu bewerten. Nachweislich mit pathogenen Erregern verseuchte konven-
tionelle Tierhaltungen sollten deshalb einer Hygienesanierung unterzogen werden und es sollte
ein SPF-Hygieneniveau etabliert werden. Die Nutzung konventioneller Versuchstiere sollte sich
auf Experimente mit geringer oder fehlender Belastung (z.B. Zuchtexperimente) beschranken.
Aus externen Tierhaltungen erhaltene konventionelle Tiere sind wegen des nicht auszuschlief3en-
den Infektionsrisikos mit gréfter Vorsicht zu behandeln. Werden solche Tiere Gberhaupt ange-
nommen, so missen sie in einem abgeschirmten Bereich quaranténisiert werden. Die Quarantane
sollte in einem Isolator- oder einem Mikroisolatorkafigsystem mit negativem Druck erfolgen.
Durch geeignete Hygienemal3nahmen muss die Verschleppung potentiell vorhandener Keime
sicher ausgeschlossen werden. Erst nach Bestimmung des mikrobiologischen Status kann Uber
den Verbleib konventioneller Tiere bestimmt werden.

Haufig befinden sich konventionelle Versuchstierhatungen in Gebauden, die Uber keine beson-
deren baulichen Ausrtistungen wie Autoklav, Personal schleusen, Materia schleusen u.s.w. verfi-
gen. Aber auch baulich und technisch besser ausgeristete Tierhatungen sind zum konventionel -

len Typ zu rechnen, wenn die regel méldige Bestimmung des Hygienestatus unterbleibt.
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