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Institut fiir Labortierkunde, Veterindrmedizinische Fakultdit, Universitdt Ziirich

Vorgehen bei der Hygiene-Uberwachung
in einer Zuchtanlage fur spezifiziert pathogen
freie Mause und Ratten

Stefanie K. Wyss-Spillmann, E R. Homberger

Zusammenfassung

Streuungen im Tierversuch werden ausser durch
das Experiment auch durch Faktoren, die mit
dem Tier und seiner Umgebung zusammenhin-
gen, verursacht. Durch Kontrolle der belebten
und unbelebten Umweltfaktoren lassen sich die
Qualitit der Tierversuchsergebnisse verbessern
und die im Experiment benotigten Tierzahlen re-
duzieren. Das SPFE (spezifiziert pathogen frei)-
Konzept hat das Ziel, den Einfluss der belebten
Umwelt moglichst gering zu halten. SPE-Tiere
sind frei von genau definierten pathogenen Kei-
men. Um den mikrobiologischen Status zu ge-
wiihrleisten, ist eine sorgfiltige Uberwachung
der Zucht unerlisslich. In der vorliegenden Ar-
beit werden die dazu erforderlichen Kontrollun-
tersuchungen dargestellt. Dazu gehoren neben
der bakteriologischen, parasitologischen, virologi-
schen und histologischen Untersuchung der Tie-
re selbst auch Umgebungsuntersuchungen, wie
mikrobiologische Futteranalysen, Kontrolle der
Wasserqualitit und die Uberpriifung der Wirk-
samkeit der Desinfektionsmittel.

Schliisselworter: spezifiziert pathogen frei —
Hygiene — Gesundheitsiiberwachung —
Maus — Ratte

Diese Arbeitist Prof. P. E. Thomann, Direktor des Instituts fiir Labortier-
kunde, zu seinem 60.Geburtstag gewidmet.
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Procedures for the health monitoring in a
breeding colony of specified pathogen free
mice and rats

Causes of variation in animal experiments in-
clude differences in the genotype of the animals
as well as a number of environmental factors.
Through standardisation of the physical, chemi-
cal and biological components of the environ-
ment the quality of the results of the experi-
ments can be improved, which in turn leads to a
reduction of the number of animals used. One of
the means to achieve this goal is the use of speci-
fied pathogen free (SPF) animals. To assure the
microbiological quality of these animals the pop-
ulation and its environment needs to be
screened thoroughly on a routine basis. This pub-
lication describes the necessary quality assur-
ance procedures. These include bacteriological,
parasitological, virological and histological exam-
inations of the animals themselves, as well as en-
vironmental screens such as microbiological ex-
aminations of feed, control of water quality or
the testing of the efficacy of disinfectants.

Key words: specified pathogen free —
hygiene — health monitoring — mouse — rat
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Einleitung

Tierversuche bilden einen wichtigen Bestandteil der me-
dizinisch-biologischen Forschung. Dabei stellen Miuse
und Ratten mit ca. 90% (Anonymous, 1993) weiterhin
den Hauptteil der Versuchstiere. Diesen beiden Tierar-
ten galt denn auch das Hauptinteresse der Versuchstier-
kunde in den letzten Jahrzehnten.

Schon friih ist erkannt worden, dass die Versuchsresulta-
te ausser durch das eigentliche Experiment auch durch
weitere Faktoren beeinflusst werden konnen (Heinecke,
1989; Laber-Laird und Proctor, 1993; Merkenschlager,
1971; Thomann, 1991) (Abb. 1). Um die Reproduzier-
barkeit von Tierversuchen zu steigern, wurden umfang-
reiche Standardisierungsmassnahmen ergriffen. So sind
zum Beispiel Hunderte von genetisch genau definierten
Miuse- und Rattenstimmen geziichtet worden. Die In-

Unbelebte

Umwelt Erbanlagen

Experiment —> —> Reaktion— Ergebnisse

Belebte Umwelt

Abbildung 1: Faktoren, die das Ergebnis eines
Tierversuchs beeinflussen

tegritit dieser Stimme wird heute laufend durch gene-
tische Qualititskontrollen tiberpriift (Kohler, 1989;Loos-
li, 1971; Russell et al., 1993; Thomann et al., 1990; van
Zutphen etal., 1993).

Aber auch die Variablen, bedingt durch die unbelebte
Umwelt, konnten reduziert werden. Haltungsbedingun-
gen wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Lichtzyklus, Fiitte-
rung, Kifige usw. sind fiir Mause und Ratten weltweit
standardisiert worden und fithren kaum mehr zu Fehlin-
terpretationen der Versuchsresultate (Thomann, 1991).
Der heute wohl wichtigste Storfaktor in der biomedizini-
schen Forschung stellt die belebte Umwelt, das heisst
der mikrobiologische Status,der Versuchstiere dar. Infek-
tionserreger und fakultativ pathogene Keime konnen
Tierversuche aufs empfindlichste storen, meist ohne
dass es dabei zu Krankheitsausbriichen kommen muss
(Bhatt et al., 1986; Hamm, 1986).

Das SPF-Konzept

Um den Einfluss der belebten Umwelt auf die Versuchs-
resultate moglichst gering zu halten, wurde das SPF-Kon-
zept (spezifiziert pathogen frei) entwickelt (Boot et al.,
1993; Madry, 1989; Merkenschlager, 1971). Dabei wird
versucht, die obligat und fakultativ pathogenen Keime
aus der mikrobiellen Flora der Versuchstiere zu eliminie-
ren. Die relevanten, potentiell pathogenen Keime der
einzelnen Tierarten sind in internationalen SPF-Listen
aufgefiihrt (Tab. 1) (Gesellschaft fiir Versuchstierkunde,

Tabelle 1: Von der GV Solas empfoblene Liste von Erregern zur Spezifizierung in der SPF-Zucht von Maus

K-Virus

Adenovirus der Maus
Polyoma-Virus
Encephalomyocarditis-Virus
LCM-Virus

Pasteurella multocida
Pasteurella pneumotropica
Actinobacillus sp.
Streptobacillus moniliformis
Staphylococcus aureus

und Ratte
Viren Bakterien Parasiten Pilze
Ektromelie-Virus Leptospira sp. Chilomastix bettencourti Trichophyton mentagrophytes
Mﬁusehepatitis—Virus Pseudomonas aeruginosa Giardia muris Microsporum canis
Reovirus 3 Bordetella bronchiseptica Spironucleus muris
Sendai-Virus Francisella tularensis Hepatozoon sp.
Pneumonievirus der Maus Escherichia coli Eimeria sp.
Minute Virus of Mice Citrobacter freundii Toxoplasma gondii
Theiler-Virus Salmonella sp. Cryptosporidium sp.
Toolan-H-1-Virus Klebsiella pneumoniae Encephalitozoon cuniculi
Kilham-Rat-Virus Enterobacter sp. Taenia serialis larva
Rat-Corona-Virus Proteus sp. Taenia taeniaeformis larva
Sialodacryoadenitis-Virus Yersinia pseudotuberculosis Hymenolepis sp.
EDIM-Virus Haemophilus sp. Capillaria hepatica

Trichosomoides crassicauda
Strongyloides ratti

Syphacia muris/obvelata
Aspiculuris tetraptera
Polyplax serrata/spinulosa

LDH-Virus Streptococcus Serogr. A, C,G Hoplopleura sp.
Cytomegalie-Virus Streptococcus pneumoniae Myobia musculi
Mammatumorvirus Clostridium piliforme Radfordia sp.
Leucose-Virus Clostridium perfringens Psorergates simplex
Listeria monocytogenes Sarcoptes scabiei
Erysipelothrix rhusiopathiae Notoedres muris
Corynebacterium kutscheri Myocoptes musculinus
Haemobartonella muris Trichoecius sp.
Eperythrozoon coccoides Nosopsyllus fasciatus
Mycoplasma sp. Leptopsylla segnis
Schweizer
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Tabelle 2: Von der FELASA vorgeschlagene Liste von Erregern zur Spezifizierung in der SPF-Zucht von Maus

und Raltte
Viren Bakterien Parasiten Pilze
Ektromelie-Virus (Maus) Leptospira spp. Giardia spp. Dermatophyten

Miusehepatitis-Virus (Maus)

Reovirus 3 (Maus, Ratte)

Sendai-Virus (Maus, Ratte)
Pneumonievirus der Maus (Maus, Ratte)
Minute Virus of Mice (Maus)
Theiler-Virus (Maus, Ratte)
Toolan-H-1-Virus (Ratte)
Kilham-Rat-Virus (Ratte)
Rat-Corona-Virus (Ratte)
Sialodacryoadenitis-Virus (Ratte)

Pseudomonas aeruginosa

Bordetella bronchiseptica

Escherichia coli

Citrobacter freundii Biotyp 4280 (nur Maus)
Salmonellae

Klebsiella pneumoniae/oxytoca

Proteus spp.

Yersinia pseudotuberculosis

Pasteurella spp.

Streptobacillus moniliformis

_ Spironucleus spp.

andere Flagellaten
Klossiella spp.

Eimeria spp.

Toxoplasma gondii
Encephalitozoon cuniculi
Pneumocystis carinii

Alle Helminthen

Alle Arthropoden

EDIM-Virus (Maus)

K-Virus (Maus)

Adenovirus der Maus (Maus)
Polyoma-Virus (Maus)

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae
Clostridium piliforme

LCM-Virus (Maus) Corynebacterium kutscheri
LDH-Virus (Maus) Mycoplasma sp.
Cytomegalie-Virus (Maus) CAR Bazillus

Thymusnekrose-Virus (Maus)
Hantaan-Virus (Maus, Ratte)

Streptococcus B-hamolysierend

Veroffentlichung Nr. 2, 1985). Diese Listen sind jedoch
nicht verbindlich, sondern haben eher den Charakter
einer Empfehlung. Der SPF-Begriff wird von jeder Zucht-
station entsprechend den vorhandenen Nachweismog-
lichkeiten eigens definiert. Die Bezeichnung SPF bedeu-
tet deshalb nur soviel wie die mitgelieferte Liste der un-
tersuchten Keime. In Europa sind Bestrebungen zur
Vereinheitlichung der Gesundheitsiiberwachung von
Versuchstierzuchten im Gange. So hat die Federation
of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) vor kurzem Empfehlungen herausgegeben,
welche das bei den verschiedenen Tierarten zu untersu-
chende Keimspektrum, das Untersuchungsintervall fiir
die einzelnen Keime, die Stichprobengrosse sowie die
Testmethoden beinhalten (Tab. 2) (Kraft et al., 1994). An
unserem Institut wird die Zucht zurzeit auf die in den
Tabellen 3 bis 5 aufgefiithrten Keime untersucht. Die
Liste wird jedoch entsprechend den Empfehlungen der
FELASA angepasst und erweitert werden.

oder Embryonen von konventionell gehaltenen Tieren
werden in einen Isolator eingeschleust. Dort werden sie
von keimfreien Ammen aufgezogen bzw. ausgetragen.
Nach der mikrobiologischen Kontrolle werden die abge-
setzten Tiere mit einer apathogenen Darmflora assozi-
iert und in den SPE-Status uUbergefiithrt (Kunstyr, 1991).
Um die so gewonnenen SPF-Tiere vor Reinfektionen mit
pathogenen Keimen moglichst optimal zu schutzen,
werden sie in geschlossenen Anlagen (Barrieren-System)
gehalten. Das Eindringen von Keimen wird durch einen
leichten Uberdruck von 1,5 mbar verhindert. Die Zu-und
Abluft wird HEPA-gefiltert und das Wasser chemisch und
physikalisch vorbehandelt. Futter, Einstreu und anderes
Material muss vor dem Einbringen in einem Autoklaven

Tabelle 4: Nachweismethoden fiir Parasiten der
SPF-Liste des Instituts fiir LabortierRunde

SPF-Tiere werden durch Hysterektomie oder Embryo- ~ Parasiten - Methode
transfer gewonr.len Gacopy und Fox, 1984; Reetz eE al., Protorben Chilomustic Battencontti
1987). Die zu diesem Zeitpunkt noch keimfreien Foten ‘ Giardia muris Koprologie
Spironucleus sp. Nativpriparat
Eimeria sp.
, i . Toxoplasma gondii ELISA
Tabelle 3: In der SPF-Liste des Instituts fiir Encephalitozoon cuniculi IFA
Labortierkunde aufgefiibrte Bakterien
Cestoden Taenia serialis larva Sektion
- Pseudomonas aeruginosa - Pasteurella pneumotropica Taenia taeniaeformis larva Sektion
- Bordetella bronchiseptica - Actinobacillus spp. i
- Escherichia coli - Staphylococcus aureus FyieRolcpid ob:
- Citrobacter freundii - Streptococcus pneumoniae Nenitoaen Strongyloides ratti Koprologie
- Salmonella sp. - Streptococcus Serogr. A, C, G 4 . e
: : o o Syphacia muris / obvelata Nativpraparat
- Klebsiella pneumoniae - Clostridium piliforme : .
S ; Aspiculuris tetraptera
- Enterobacter spp. - Clostridium perfringens
- Proteus spp. - Listeria monocytogenes Trichosomoides crassicauda Sektion
- Yersinia pseudotuberculosis - Corynebacterium kutscheri ——
- Pasteurella multocida - Mycoplasma pulmonis Arthropoden Stereolupe
Schweizer
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Tabelle 5: Nachweismethoden fiir Viren der SPF-Liste des Instituts fiir Labortierkunde

Virus Familie Vorkommen Methode 1. Wahl Methode 2. Wahl
Ektromelie-Virus Poxviridae Maus ELISA IIF
Hepatitisvirus der Maus (MHV) Coronaviridae Maus ELISA IIE
Ratten-Coronavirus (RCV) Coronaviridae Ratte ELISA IIF
Sialodacryoadenitis-Virus (SDAV) Coronaviridae Ratte ELISA IIE
Reovirus Typ 3 (Reo 3) Reoviridae Maus, Ratte ELISA IIF
Sendai-Virus (Parainfluenza I) Paramyxoviridae Maus, Ratte ELISA HAH
Pneumonievirus der Maus (PVM) Paramyxoviridae Maus, Ratte ELISA HAH
Minute Virus of Mice (MVM) Parvoviridae Maus IIF -
Toolan-H-1-Virus Parvoviridae Ratte ELISA IIF
Kilham-Rat-Virus (KRV) Parvoviridae Ratte ELISA IIF
Theiler-Encephalomyelitis-Virus (TEMV) Picornaviridae Maus, Ratte ELISA IIF
Rota-Virus der Maus (EDIM) Reoviridae Maus ELISA IIF
Adenoviren der Maus (FL und K87) Adenoviridae Maus IIF -

oder in einer Desinfektionsschleuse sterilisiert werden.
Die Anlage kann nur iliber eine Zwangsdusche betreten
werden, und durch das Tragen von sterilen Kleidern,
Handschuhen und Gesichtsmasken wird das Risiko einer
Ubertragung von Keimen vom Menschen auf das Tier
weiter reduziert.

Ein wichtiger Bestandteil einer SPF-Zucht ist die hygieni-
sche Uberwachung. Die Untersuchung der Tiere dient
als Endkontrolle der Arbeitshygiene und als Qualitits-
nachweis, wihrend die Umgebungsuntersuchungen po-
tentielle Gefahrenquellen friihzeitig aufzeigen konnen
(Kunstyr, 1991; Loew und Fox, 1983; Madry, 1989). Als
Beispiel wird nachfolgend die mikrobiologische Uber-
wachung unserer SPF-Anlage dargestellt.

Tier-Untersuchungen

Im Abstand von drei Monaten werden aus jedem Teil der
Anlage 10 gesunde Tiere einer Sektion und mikrobiologi-
schen Routineuntersuchung zugefiihrt. Wir verwenden
dazu in der Regel alte Zuchttiere, da diese wegen ihrer
langen Verweildauer im Bestand und ihrer abnehmen-
den Immunkompetenz meist das breiteste Erregerspek-
trum aufweisen. Ausser fiir serologische Untersuchun-
gen sind aber auch frisch abgesetzte Jungtiere gut geeig-
net (Gesellschaft fiir Versuchstierkunde, Veroffentli-
chung Nr. 11, 1989; Kunstyr, 1983). Die Tiere werden aus
moglichst verschiedenen Tierriumen und Kifigen der
gleichen hygienischen Einheit entnommen. Die notwen-
dige Stichprobengrosse richtet sich nach der Grosse des
Bestandes,dem Ausbreitungsgrad einer moglichen Infek-
tion und dem Untersuchungsintervall (Gesellschaft fiir
Versuchstierkunde, Veroffentlichung Nr. 3, 1973; Verof-
fentlichung Nr. 11, 1989; Small, 1984). Bei einem Bestand
von iiber 100 Tieren erfassen wir mit unserer Routineun-
tersuchung von 10 Tieren mit 97%iger Sicherheit eine
Infektion mit einer Infektionsrate von 30%. Bei 4 Unter-
suchungen pro Jahr kann eine Infektion mit einer Priva-
lenz von 10% mit nahezu 99%iger Sicherheit festgestellt
werden. Wertvolle Zusatzinformationen liefern ausser-
dem kranke Tiere. Nach Moglichkeit sollten alle kranken

Schweizer
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Tiere zur Sektion gelangen, damit auftretende Infek-
tionen frihzeitig erfasst werden konnen (Gesellschaft
fiir Versuchstierkunde, Veroffentlichung Nr. 11, 1989;
Kunstyr, 1983; Kunstyr, 1991; Merkenschlager,1971).

Die mikrobiologische Gesundheitsiibberwachung um-
fasst bakteriologische, parasitologische, virologische
und histologische Untersuchungen (Friedhoff et al.,
1983; Gesellschaft fiir Versuchstierkunde, Veroffentli-
chung Nr. 3, 1973; Kunstyr, 1983; Merkenschlager, 1971;
Militzer und Pittermann, 1983; Schwanzer und Maess,
1983).

Vor der Sektion werden der Gesundheitszustand und das
Verhalten des lebenden Tieres beurteilt. Anschliessend
wird es mit CO, euthanasiert (Bertens et al., 1993; Clif-
ford, 1984; Giittner, 1989). Dabei ist darauf zu achten,
dass das Gas langsam angeflutet wird,da es sonst zu einer
starken Exzitation der Tiere fiihrt. Unmittelbar nach Ein-
treten des Atemstillstandes wird durch Herzpunktion
eine Blutprobe fiir die serologischen Untersuchungen
entnommen. Am uneroffneten Tier werden Nihrzu-
stand,Haarkleid, Korperoffnungen und Gebiss beurteilt.

Bakteriologische Untersucbung: (Lit. bei Gesell-
schaft fiir Versuchstierkunde, Veroffentlichung Nr. 3,
1973; Veroffentlichung Nr. 11, 1989; Kunstyr, 1983). We-
gen der ungeniigend ausgebildeten antagonistischen Flo-
ra sind unter SPF-Bedingungen gehaltene Tiere beson-
ders hiufig mit ubiquitidren bakteriellen Keimen besie-
delt.Die bakteriologische Untersuchung sollte daher ein
moglichst breites Keimspektrum abdecken (Kunstyr,
1983).

Bakteriologische Kulturen werden vom Nasopharynx,
Caecum und Colon angelegt (Abb. 2). Der Nasopharynx
als Kreuzungsstelle des Atmungs- und Verdauungstrak-
tes ist Siedlungsort einer Vielzahl von Keimen und daher
eine geeignete Stelle zur Isolierung einer breiten Palette
von Erregern (Kunstyr, 1991). Bakterielle Erreger intesti-
naler Infektionen lassen sich im Caecum und Colon
nachweisen (Kunstyr,1991).

Zum Anlegen der bakteriologischen Kulturen wird das
Tier in Riickenlage auf einer mit Alufolie iiberzogenen
Korkplatte befestigt. Das Fell des Tieres wird mit Alkohol

Band 137, Heft 11, November 1995
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Abbildung 2: Untersuchungsgang der bakteriologischen und serologischen Routinekontrolle von Tieren

abgewischt, um Staubentwicklung zu verhindern. Mit ei-
nem sterilen Besteck wird die Haut vom Unterkiefer bis
zum Anus von der Linea alba her auf die Seite pripariert.
Die Trachea wird im mittleren Drittel freigelegt und mit
einem frischen, sterilen Skalpell angeschnitten. Die Ent-
nahme des Abstrichs vom Nasopharynx erfolgt mit Hilfe
eines nach cranial in die eroffnete Trachea eingefithrten
feinen Wattetupfers. Mit dem Tupfer wird eine Schafblut-
agar- und eine Brolac-Agar-Platte (Merck 1639) sowie als
fliissiges Anreicherungsmedium eine Trypticase-Soja-
Bouillon (BBL 11768) beimpft. Anschliessend wird mit
einem frischen Besteck die Bauchhohle eroffnet und der
Blinddarm angeschnitten. Mit einem Wattetupfer wird
etwas Blinddarminhalt auf eine Schafblutagar- und eine
Pseudosel-Agar-Platte (BBL 11554) ausgestrichen. Der
Tupfer wird nach erneutem Einfiihren in den Blinddarm
in eine MacConkey-Bouillon (Merck 5396) abgebrochen.
Zur Untersuchung auf Salmonellen wird ein Kotballen
aus dem Rectum in Selenite-F-Bouillon (BBL 11608) an-
gesetzt.

Um aus der normalen Darmflora die pathogenen Keime
herauszuziichten, sind selektive Nihrmedien bzw. Inku-
bationsbedingungen erforderlich. Pseudomonas aeru-
ginosa wichst selektiv auf dem Pseudosel-Agar. Clostri-
dium perfringens wird auf Schafblutagar anaerob kulti-
viert. Die MacConkey-Bouillon dient zur Anreicherung
von Enterobacteriaceae. Salmonellen werden mittels Se-
lenite-F-Bouillon selektiv angereichert und nach 24 Stun-

Band 137, Heft 11, November 1995

den auf Selektivnihrboden (Brillantgriin-Agar, Difco
0285-01-5 und MLCB Agar, Oxoid CM 783) umgeziich-
tet.

Bei der Untersuchung kranker Tiere sind je nach Sek-
tionsbefund zusitzliche Kulturen von verinderten Orga-
nen (Lunge bei Pneumonien, Leber bei Lebernekrosen)
oder entziindlichen Prozessen (Abszessen, Ergiissen in
Korperhohlen) erforderlich. Hautstellen mit weisslichen
Krusten oder Haarausfall werden mikroskopisch nach
Aufhellung mit 10% KOH und kulturell (Mycosel, BBL
11462; Dermasel, Oxoid 539) auf Dermatophyten unter-
sucht.

Parasitologische Untersucbung: (Lit. bei Friedhoff
et al., 1983; Gesellschaft fir Versuchstierkunde, Verof-
fentlichung Nr. 3, 1973; Veroffentlichung Nr. 11, 1989).
Wihrend Parasiten in konventionellen Haltungen weit
verbreitet sind, stellen sie in SPF-Anlagen kein grosses
Problem dar. Wegen der geringen Privalenz muss die
Kontrolle auf Parasitenfreiheit besonders griindlich
durchgefiihrt werden. Zum Nachweis von Darmparasi-
ten werden Nativpriparate aus Darminhalt vom Jeju-
num, Ileum, Caecum und Colon angefertigt und licht-
mikroskopisch bei 100-400facher Vergrosserung auf
das Vorhandensein von Helmintheneiern sowie Zysten
und vegetativen Stadien von Protozoen abgesucht. Da
Oxyuren ihre Eier auf die Haut in der Analregion ablegen,
konnen Oxyureneier in Klebestreifen-Priparaten von
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der Analregion erfasst werden. Am sichersten werden
Oxyuren jedoch durch den lupenmikroskopischen
Nachweis adulter Parasiten im Caecuminhalt diagnosti-
ziert (West et al., 1992). Larvenstadien von Cestoden so-
wie der Blasenwurm der Ratte (Trichosomoides crassi-
cauda) sind bei der Sektion makroskopisch erkennbar.
Ektoparasiten werden entweder ebenfalls in Klebestrei-
fen-Priparaten von der Kopf- und Analregion nachgewie-
sen, oder sie werden durch Auskiihlenlassen der abpri-
parierten Kopfhaut tiber Nacht sichtbar gemacht. Zwei-
mal jahrlich werden Seren von 10 Tieren aus jedem An-
lagenteil serologisch auf Toxoplasma gondii und Ence-
phalitozoon cuniculi getestet.

Virologische Untersuchung: (Lit. bei Gesellschaft fiir
Versuchstierkunde, Veroffentlichung Nr. 3, 1973; Verof-
fentlichung Nr. 11, 1989;Schwanzer und Maess, 1983).Es
gibt nur wenige Viruserkrankungen, welche bei erwach-
senen,immunkompetenten Mdusen und Ratten zu appa-
renten Erkrankungen fiihren (Ektromelie, Sendai). En-
zootische Infektionen verlaufen fast immer symptomlos.
Der direkte Virusnachweis ist schwierig, besonders weil
viele Viren nur transiente Infektionen verursachen und
deshalb nur in einem kleinen Segment der Population
nachweisbar sind. Bei der Untersuchung von kleinen
Versuchstieren handelt es sich zudem stets um eine Be-
standesuntersuchung. Aus diesen Griinden stiitzt sich
die virologische Kontrolle von Miuse- und Rattenzuch-
ten auf den serologischen Nachweis von zirkulierenden
Antikorpern. Die Methoden der Wahl sind heute der En-
zyme linked immunosorbent assay (ELISA), die indirekte
Immunfluoreszenz und in Einzelfillen der Haemagglu-
tinationshemm-Test (Homberger, 1988; Lussier, 1991;
Homberger,1992; Homberger und Thomann,1994).

Histologische Untersuchung: (Lit. bei Militzer und
Pittermann, 1983). In Erginzung zu den mikrobiologi-
schen Analysen werden zweimal jiahrlich histopathologi-
sche Untersuchungen ausgewihlter Organe vorgenom-
men. Bei der Sektion werden den Tieren nach Anlegen
der bakteriologischen Kulturen Proben folgender Or-
gane entnommen: Herz, Trachea, Lunge, Leber, Milz, Nie-
re, Diinn- und Dickdarm, Gehirn sowie Schidel mit Ohr.
Die Organproben werden in 10%igem gepuffertem For-
malin fixiert und in Paraffin eingebettet. Schnitte von
2 um Dicke werden mit Haematoxilin und Eosin gefirbt
und bei 20-400facher Vergrosserung unter dem Mikro-
skop beurteilt. Die histologische Untersuchung hat zum
Ziel, Infektionen, deren Erreger nicht oder nur unsicher
mit kulturellen oder serologischen Methoden nachweis-
bar sind, sowie nichtinfektiose pathologische Prozesse
aufzudecken. So sind gewisse Bakterien, wie z.B. der Er-
reger der Tyzzer’s Disease, Clostridium piliforme, oder
der Cilia Associated Respiratory (CAR) Bazillus nicht auf
kiinstlichen Nihrmedien kultivierbar und miissen daher
in histologischen Schnitten der Leber beziehungsweise
des Respirationstraktes gesucht werden. Entwicklungs-
stadien von Protozoen,zum Beispiel Toxoplasma gondii,
Encephalitozoon cuniculi und Klossiella spp. lassen
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sich ebenfalls in histologischen Priparaten darstellen.
Bei den nicht infektiosen Prozessen sind neben Spontan-
tumoren vor allem pathologische Verkalkungen in der
Niere bei der Ratte zu erwihnen.

Bei der Sektion kranker Tiere werden Organproben von
verinderten Organen oder von krankhaften Prozessen
entnommen und wie oben erwihnt untersucht.

Mikrobiologische Futteranalyse

Unbebandeltes Futter: Obwohl alles Futter beim Ein-
schleusen in die SPF-Anlage sterilisiert wird, wird die
mikrobiologische Qualitit der angelieferten Futterchar-
gen monatlich tberprift. Dadurch wird sichergestellt,
dass die Lieferungen der Futtermiihle von gleichbleiben-
der Qualitit sind. Dies stellt eine Dienstleistung dar ge-
geniiber Betrieben mit konventioneller Nagerhaltung
(Haltung der Tiere im Versuch) vor allem im Bereich der
Universitit, welche selber nicht die Moglichkeit haben,
das Futter zu untersuchen. Es werden die aerobe und
anaerobe mesophile Gesamtkeimzahl sowie der Gehalt
an coliformen Keimen und Clostridium perfringens be-
stimmt. Ferner wird die Probe auf Salmonellen unter-
sucht. Aus einem frisch eroffneten Futtersack wird eine
Probe von 20-30 Gramm gezogen. Die Pellets werden in
einem sterilen Morser zerrieben. 2 Gramm Futterpulver
werden mit Trypticase-Soja-Bouillon 1:10 vorverdinnt.
Zur Ermittlung der aeroben und anaeroben Gesamtkeim-
zahl und der coliformen Keime werden dezimale Ver-
diinnungsreihen in Trypticase-Soja-Bouillon, Thioglyko-
lat-Medium (BBL 11260) und MacConkey-Bouillon ange-
setzt (Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1989). Die
Kulturen werden aerob bei 37 °C fiir 48 Stunden bebrii-
tet. Alle gewachsenen Keime werden nach Umziichtung
der 10%Verdiinnung auf Festmedien typisiert. Der Ge-
halt an Clostridium perfringens wird im Gussplattenver-
fahren (Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1989) auf
TSC-(Tryptose-Sulfit-Cycloserin-)Agar (Merck 11972)
(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1989) bestimmt.
Dazu werden 2 ml der obigen Futtersuspension in Rohr-
chen mit 18 ml verfliissigtem und auf 50 °C abgekiihltem
TSC-Agar gegeben und in Schritten von 1:10 weiterver-
diinnt. Der Inhalt der ROhrchen wird anschliessend in
Petrischalen gegossen. Nach Erstarren des Agars werden
die Platten 2 Tage anaerob bebriitet. Zum Nachweis von
Salmonellen werden 20 Gramm zerriebenes Futter in
180 ml gepuffertem Pepton-Wasser (Merck 7228) ange-
ziichtet und anschliessend in Selenite-F-Bouillon selektiv
angereichert (1 ml Voranreicherung in 9 ml Selenite-F-
Bouillon). Nach 24 und 48 Stunden Inkubation wird die
Hauptanreicherung zweimal auf Brillantgriin-Agar und
MLCB-Agar ausgestrichen. Verdichtige Kolonien werden
biochemisch typisiert und mit polyvalentem Salmonel-
len-O-Serum (Behring) agglutiniert (Schweizerisches
Lebensmittelbuch,1989).

Sterilisiertes Futter: Die Futterpellets werden zum
Einschleusen in die Anlage in funf Zentimeter hohen
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Schichten auf Blechen ausgelegt und wihrend 3 Minu-
ten auf 134 °C erhitzt. Bei dieser Behandlung werden alle
Keime abgetotet. Von jeder eingeschleusten Futterchar-
ge werden auf drei verschiedenen Ebenen des Autokla-
ven je drei Proben von 1 Futterpellet gezogen. Die Pro-
ben werden mit je 50 ml Trypticase-Soja-Bouillon, Thio-
glykolat-Medium und MacConkey-Bouillon versetzt,
wihrend 72 Stunden bei 37 °C bebriitet und auf Sterili-
tat geprift.

Wasserkontrolle

Das Wasser fiir die SPF-Anlage wird in einer zentralen
Anlage aufbereitet. Das Stadtwasser wird vorerst pasteu-
risiert, anschliessend auf 12 °C abgekiihlt und in einem
Tank gespeichert. Mit dem pasteurisierten Wasser wer-
den die Duschen und die Lavabos in der Anlage versorgt.
Das Wasser in den beiden Trinkewassertanks wird chlo-
riert, um spiteres Keimwachstum zu verhindern. Auto-
matische Mess- und Dosiergerite halten den Chlorgehalt
des einen Tanks bei 2 ppm und den des anderen Tanks
bei 6 ppm stabil. Trinkewasser mit 2 ppm Chlor wird fur
die automatischen Selbsttrinken verwendet, dasjenige
mit 6 ppm dient zum Auffiillen der Trinkeflaschen. Der
erhohte Chlorgehalt stellt sicher, dass nach einer Woche
Standzeit in den Trinkeflaschen die Chlorkonzentration
im Wasser nicht unter 2 ppm absinkt (Homberger et al.,
1993). Wasser mit einem Chlorgehalt von 6 ppm wird
auch fiir die Reinigung der Tierriume eingesetzt.

Die chemische und physikalische Aufbereitung des Was-
sers bedarf einer steten, sorgfiltigen Uberwachung.
Beim tiglichen Rundgang durch die Wasseraufberei-
tungsanlage werden Wassertemperatur und -verbrauch,
Fillungsstand der Chemikalienbehilter und die Schrei-
ber der automatischen Uberwachung kontrolliert. Der
Chlorgehalt in den Trinkewassertanks wird manuell mit
Hilfe des Hellige-Komparators gemessen und mit der An-
zeige der Dosiergerite verglichen. Eine mikrobiologi-
sche Untersuchung des pasteurisierten Wassers aus dem
Tank der Wasseraufbereitungsanlage erfolgt in wochent-
lichen Intervallen. Pastwasserproben von den Lavabos
der Anlage werden einmal pro Monat genommen. Sie
geben Aufschluss iiber den mikrobiologisch-hygieni-
schen Status des Leitungssystems und der Wasserhah-
nen. Ebenfalls einmal monatlich kommen Chlorwasser-
proben aus den beiden Trinkewassertanks zur bakterio-
logischen Untersuchung.

Vom chemisch oder physikalisch behandelten Wasser
wird die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl bestimmt,
und es wird auf das Vorhandensein von coliformen Kei-
men und Pseudomonas aeruginosa untersucht.

Die Gesamtkeimzahl wird in Oberflichenkulturen
(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1989) auf Tryptica-
se-Soja-Agar (BBL 11043) bestimmt. Je 1 ml Wasser wird
auf die Agaroberfliche zweier Trypticase-Soja-Agar-Plat-
ten aufgebracht. Nachdem die Fliissigkeit in den Agar
eingedrungen ist, werden die Platten bei 37 °C bebriitet.
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Nach 72 Stunden werden die Kolonien auf beiden Plat-
ten ausgezihlt und der Mittelwert bestimmt. Zum Nach-
weis von coliformen Keimen und Pseudomonas aerugi-
nosa werden zweimal je 100 ml Wasser durch einen
sterilen 0,45-um-Filter filtriert (Schweizerisches Lebens-
mittelbuch, 1989). Die eine Filtermembran wird in 100
ml MacConkey-Bouillon angeziichtet, die andere auf ei-
nen Pseudosel-Agar aufgelegt. Die Bebriitung der Kultu-
ren erfolgt bei 37 °C fiir 3 Tage.

Desinfektionsmittel

Desinfektionsmittel werden an verschiedenen Orten im
Betriebsablauf der Anlage eingesetzt. Ein Flichendesin-
fektionsmittel wird zentral in der Wasseraufbereitungs-
anlage gemischt und tliber eine Ringleitung an alle Rdu-
me der Zuchtanlage abgegeben. Es dient der wochentli-
chen Desinfektion der Boden.Um Resistenzbildungen zu
verhindern, wird in 2- bis 3monatlichem Turnus die
Wirkstoffgruppe gewechselt. In den Tauchtanks dient
hochkonzentriertes Desinfektionsmittel zur Entkei-
mung von nicht hitze-, aber wasserbestindigen Materia-
lien beim Einschleusen in die Anlage (Gesellschaft fiir
Versuchstierkunde, Veroffentlichung Nr. 5, 1977). Die
Einwirkungszeit von 45 Minuten wird Giber eine Zeituhr
geregelt. Desinfektionsmittelproben aus der Wasserauf-
bereitungsanlage werden monatlich, Tauchtankproben
vierteljahrlich auf Keimfreiheit untersucht. Die Desinfek-
tionskraft wird im Suspensionsversuch und beim Tauch-
tank zusitzlich im Keimtrigertest kontrolliert. Als Test-
keime werden Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Proteus vulgaris und Pseudomonas aeruginosa ver-
wendet. Ein raschwirkendes Desinfektionsmittel auf Al-
koholbasis, welches zur Desinfektion von Hinden, Tiir-
griffen und Winden eingesetzt wird, wird nicht gepriift.
Zur Uberpriifung der Keimfreibeit werden zweimal 100
ml Desinfektionsmittel durch einen 0,45-um-Filter fil-
triert (Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1989). Desin-
fektionsmittelriickstinde werden durch Nachspiilen des
Filters mit 1 Liter sterilem H,O bidest. entfernt. Die Filter-
membranen werden in je 150 ml Trypticase-Soja-Bouil-
lon und Thioglykolat-Medium bei 37 °C 3 Tage bebrtitet.
Bestimmung der Desinfektionskraft im Suspensionsver-
such (Anonymous, 1984): Die Desinfektionsmittelpro-
ben werden in Zweierschritten von 1:1 bis 1:16 beim
Desinfektionsmittel fiir die Tierriume bzw. 1:2 bis 1:32
bei der Tauchtanklosung verdiinnt. Pro Testkeim werden
zwei Verdiinnungsreihen des Desinfektionsmittels her-
gestellt und mit 200 ul (pro 10 ml) der 16stiindigen
Keimsuspensionen vermischt. Nach einer Einwirkungs-
zeit von 4 Stunden beim Desinfektionsmittel fiir die Tier-
riume bzw. von 45 Minuten bei der Tauchtanklosung
werden aus allen Verdiinnungen je 50 pl entnommen
und in Rohrchen mit je 20 ml Trypticase-Soja-Bouillon
bei 37 °C 3 Tage bebriitet. Eine Hemmwirkung durch
Desinfektionsmittelspuren kann durch Nachbeimpfen
der steril gebliebenen Kulturen mit dem entsprechen-
den Testkeim festgestellt werden.
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Bestimmung der Desinfektionskraft im Keimirdgertest
(Anonymous, 1984): Tauchtanks werden hauptsichlich
zum Einschleusen der Kifigkarten (Plastik) in die Anlage
eingesetzt. Um die Aussagekraft des Tests zu erhohen,
werden diese Plastikkirtchen als Keimtriager verwendet.
Als erstes werden sie durch Eintauchen in die 4 Test-
keimsuspensionen kontaminiert. Nach Lufttrocknung
werden diese Keimtriger 45 Minuten in eine Probe der
Tauchtanklosung eingelegt. Die Keimtriger werden
dann erneut luftgetrocknet und anschliessend in Trypti-
case-Soja-Bouillon bebriitet. Eine Triibung der Kultur-
bouillon zeigt an, dass die Testkeime auf dem Keimtriger
bei der Desinfektion nicht abgetdtet wurden.

Folgerungen

Die sorgfiltige Auswahl eines geeigneten Tierstammes
und die Verwendung zertifizierter SPF-Tiere bieten dem
Forscher Gewihr fiir zuverlissige, reproduzierbare und
vergleichbare Tierversuchsergebnisse. Die verminderte
Streuung der Resultate bei Experimenten an SPF-Tieren
erlaubt zudem verlissliche Aussagen bei einem Mini-
mum an eingesetzten Tieren. Die Standardisierung und
die Verwendung von qualitativ hochstehenden SPE-Tie-
ren war mit ein Grund, warum die Anzahl der Versuchs-
tiere,insbesondere der Mduse und Ratten, in den letzten
zehn Jahren in der Schweiz um mehr als die Hilfte redu-
ziert werden konnte (Anonymous, 1993).

Auf dem Gebiet der Tierversuche bedeutet Tierschutz
einerseits Senkung der Tierzahlen und andererseits Ver-
minderung der Belastung des Tieres. Eine Reduktion der
Tierzahlen gelingt durch Massnahmen, welche die Streu-
ung der Tierversuchsergebnisse mindern. Dazu gehoren
die Zucht genetisch genau definierter Tierstimme, die
Standardisierung der unbelebten Umwelt und die Kon-
trolle der mikrobiellen Faktoren in SPF-Zuchtanlagen.
Der SPF-Status von Versuchstieren wird mit regelmassi-
gen Kontrolluntersuchungen von Tieren und Umge-
bungsproben iiberwacht. Dadurch wird dem Eindringen
von Keimen vorgebeugt und die mikrobiologische Qua-
litat der Tiere sichergestellt. Der hygienisch-mikrobiolo-
gische Gesundheitszustand unserer SPF-Zucht wird als
Hygiene-Status zweimal jahrlich den Beziigern von Ver-
suchstieren zugestellt oder kann jederzeit bei uns ange-
fordert werden.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungsginge
dienen der hygienischen Uberwachung einer SPF-Zucht-
station. Fiir die Kontrolle des Gesundheitszustandes der
Tiere im Experiment ist dieses Verfahren zu aufwendig
und meist auch unnoétig. Da die Tiere dabei aber norma-
lerweise in konventionellen Tierriumen ohne Barriere
gehalten werden, ist eine minimale Kontrolle (z.B. mit-
tels Sentinel-Tieren) angezeigt, um jederzeit tiber even-
tuell vorhandene Infektionskrankheiten informiert zu
sein (Laber-Laird und Proctor, 1993). Bei der Interpreta-
tion der Versuchsresultate muss anschliessend stets der
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Gesundheitszustand der Versuchstiere mitberticksich-
tigt werden. Nur dadurch gelingt es, aus Tierversuchen
aussagekriftige Informationen zu gewinnen.
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Modo di procedere nel controllo dell’igiene
degli allevamenti di topi e ratti specificamente
liberi da agenti patogeni (SLP)

Le variazioni negli esperimenti animali vengono
causate non solo dall’esperimento stesso, ma
anche da fattori che coinvolgono I'animale ed il
proprio ambiente. Attraverso il controllo dei fat-
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tativo dell’acqua e I'accertamento dell’efficacia
del prodotto di disinfezione. ‘
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