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Aufbau - Prinzip eines Folienisolators

Uberdruck

Ein Isolator wird immer dann im Uberdruck benutzt, wenn die Tiere darin vor jeglicher
Kontamination von aul3en geschutzt werden sollen.

Das Prinzip ist denkbar einfach. Der Isolator an sich besteht aus einem in sich
geschlossenem ,Zelt“ aus PVC (dem sog. Canopy), in welchem durch eine Geblase-
einheit ein Uberdruck erzeugt wird. Die Zu- und Abluft wird jeweils durch einen HEPA
Filter geleitet und dadurch sterilisiert. Sollte also ein Loch in dem Zelt oder
Handschuh am Isolator auftreten, ist es zwar moglich dass der Isolator kontaminiert
wird, die Wahrscheinlichkeit dafir ist jedoch gering, da der Uberdruck dafiir sorgt,
das sterile Luft kontinuierlich von innen nach aufden gepref3t wird. So ist es moglich
eine keimfreie Haltung relativ einfach aufrechtzuerhalten.

Der konstante Druck wird durch die Regulierung der Zu- und Abluft Ventile erreicht.
Erfahrungsgemal ist ein Druck von 100hPa ausreichend.

Selbst bei einem Stromausfall und damit dem Ausfall der Geblase-einheit und des
Uberdrucks, ist der Inhalt des Isolators nicht gefahrdet, da sowohl bei der Zu- als
auch bei der Abluft ein HEPA Filter angebracht ist. In diesem Zustand ware allerdings
ein Loch oder Rif} im PVC-Zelt eine grol3e Gefahr.

Prinzipiell ist es dies ein relativ sicheres System, eine sorgfaltige Arbeitsweise ist
dennoch sehr wichtig um Gefahren rechtzeitig zu erkennen und Kontaminationen zu
vermeiden.
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A — Vorfilter Zuluft

B — Ventil Zuluft

C — HEPA Filter Zuluft
D — Vorfilter Abluft

E — HEPA Filter Abluft
F — Ventil Abluft

G — Port (Schleuse)

S. 4
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Unterdruck

Ein Unterdruck ist immer dann erforderlich, wenn Mitarbeiter vor Keimen im Isolator
geschutzt werden sollen. Zum Beispiel, wenn Tiere mit pathogenen Keimen
assoziiert (S2-Versuche) sind. Dadurch ist die Gefahr die Tiere im Isolator selbst mit
Keimen von auflen zu kontaminieren gro3er, aber pathogene Keime vom Inneren
des Isolators kdonnen nicht in die Raumluft gelangen und somit eine Gefahr flr
Mitarbeiter darstellen.

Im Unterdruck ist es grundsatzlich schwieriger im Isolator zu arbeiten. Es ist weniger
Platz vorhanden und die Gefahr, das PVC Zelt zu verletzen, ist groRer. Da im Falle
eines Loches die Luft von aullen angesogen wird, ist damit natdrlich die
Wahrscheinlichkeit, dass Keime von auflen in den Isolator gelangen relativ hoch.

Um den Isolator auf Unterdruck umzustellen, missen die Schlduche an der Geblase-
Einheit getauscht werden. Au3erdem muss auch der Schlauch an der Druckanzeige
umgesteckt werden. Der Unterdruck wird in der Regel zwischen 50 und 100 Pa
eingestellt. Die Geblase-Einheit sollte nun auch mit einem Schlauch an die Abluft des
Raumes angeschlossen werden, um diese nicht mit dem Geruch vom Isolator zu
belasten. Der Schlauch der frGheren Abluft wird nun zur Zuluft und sollte entfernt
werden, oder das Ventil daran komplett geoffnet werden. Dort kann
dementsprechend ein Vorfilter

angebracht werden. Der Druck wird

nur Uber das Ventil der jetzigen

Abluft eingestellt!

S.5
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A — Vorfilter Zuluft (optional)
B — HEPA Filter Zuluft
C — Vorfilter Abluft

D - HEPA Filter Abluft
(optional)

E — HEPA Filter Abluft
F — Ventil Abluft
G — Schleuse

H - Sprihventile

S.6
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Optionale ,,rundum-Zirkulation*“ am Isolator

Soll eine Rund-um Zirkulation stattfinden (im Falle einer Sterilisation), kann ein
zusatzlicher Schlauch an der Zuluft sowie der Abluft hinter dem HEPA Filter
angeschlossen werden. Dies ermdglicht eine zusatzliche Sicherheit wenn die Luft im
System nach Einwirkzeit der Sterilisation erst einmal ,,durchgeblasen“ werden soll um
sicher zu gehen das wirklich alle Zuleitungen mit sauberer Luft ,arbeiten®:

Schlauch zur Sterilisation mit Druckluft Inlet (Ventile und Schlauche weichen bei den
meisten Modellen ab — hier bitte vorab Uberprifen ob dies bei dem gegebenen
Modell Uberhaupt moglich ist).

S.7




Isolatorenhaltung | 2015

Ist der Schlauch angeschlossen und die Ventile dementsprechend eingestellt, wird
der Isolator von innen mit Peressigsaure komplett eingespriht. Mit einem
Kompressor kann dann die Luft im Isolator und allen zugehorigen Schlauchen
zirkulieren. Alternativ konnte man auch eine Formaldehyd ,Bombe*“ verwenden. Unter
den meisten Sicherheitsbestimmungen ist dies jedoch verboten.

Aus eigener Erfahrung ist es allerdings nicht unbendingt zu empfehlen, diese
aufwendige Art der Sterilisation durchzufUhren. Wenn man den Isolator mit
Peressigsaure sterilisiert wie unter Erste Sterilisierung / Neubesatz S.11 beschrieben
ist dies im Normalfall ausreichend. Dabei wird auch vermieden das die Ventile
anschlielend falsch eingestellt werden.

S.8
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Isolatorenhaltung

Allgemeine Hinweise

Arbeiten mit Isolatoren erfordert grundsatzlich eine gute Organisation und ein Auge
zum Detail. Die Vorgehensweisen wie hier beschrieben, sind Anhaltspunkte und
Erfahrungen mit den Isolatoren der Firma Harlan-Isotec und nicht als Vollstandig zu
betrachten. Andere Haltungen haben andere Vorgehensweisen, die genauso richtig
und funktionsfahig sind. Dieses Protokoll soll jeglich eine Hilfestellung sein wenn man
wenig oder gar keine Erfahrung mit einer Isolatorenhaltung hat.

Am wichtigsten ist es, sich standig bewusst zu machen, welcher Bereich steril ist /
bleiben soll und welcher Bereich unsteril ist. Man muss sich schulen, auf
Kleinigkeiten zu achten und sich selbst standig kontrollieren, keine Kompromisse
eingehen und sich immer gut Uberlegen, wann etwas schiefgehen konnte. Um so
mehr man sich der Gefahr bewusst ist, um so leichter kann man sie vermeiden.

Grundsatzlich ist darauf zu achten sauber zu arbeiten. Alles was im Isolator benutzt
wird (auch der Isolator selbst) sollte auch schon vor der Sterilisation so sauber wie
moglich sein. Je weniger Keime vorhanden sind, umso geringer das Risiko. Der
Zugang zur Isolatorenhaltung sollte auch auf die Personen beschrankt werden, die
diese tatsachlich nutzen. Die Mitarbeiter sollten gut geschult werden um auch mit
kritischen Situationen umgehen zu kénnen. Tritt ein Problem (meist Loch im
Handschuh) auf ist es wichtig sofort richtig zu handeln, und nicht erst viel Zeit darauf
zu verwenden die relevante Person ausfindig zu machen.

Die Haltung im Uberdruck ist grunsatzlich ein robustes System mit dem es unter
Berucksichtigung der Protokolle relativ leicht mdglich ist einen gewissen
Hygienezustand aufrecht zu erhalten. Es ist daflr wichtig den Status im Isolator
regelmaldig mit Probennahmen (Gramfarbung) zu Uberprifen. Bei diesen Kontrollen
sollte man sich daruber im Klaren sein, das immer nur der letzten Schleus-Vorgang
uberpruft wird. Bei der Probennahme ist immer ein Ausschleusen notig, welches
wiederum ein Risiko darstellt das erst nach einer weiteren Kontrolle bewertet werden
kann.

Gefahr einer Kontamination besteht immer dann, wenn man den lIsolator benutzt
(Handschuhe konnen kaputt gehen) sowie bei jedem Ein- oder Ausschleusvorgang.
Deshalb ist es grundsatzlich wichtig den Isolator nur dann zu 6ffnen, wenn dies
unbedingt notwendig ist. Wird der Isolator geotffnet, sollte man immer so viele
Vorgange wie mdglich (z.B. Probennahmen, Ausschleusen fur Experimente,
Material-Import, etc) miteinander verbinden. Je ofter der Isolator gedffnet wird, desto
grolRer das Risiko! Auch die Innere Tur oder Kappe sollte aus diesem Grund nie
langer gedffnet sein, als unbedingt notwendig.

S.9
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Optional- jeder Nutzer hat hier seine eigenen Préferenzen!:

Jeder Isolator hat sein eigenes Paar autoklavierte Baumwollhandschuhe, die
mindestens einmal in der Woche gewechselt werden. Die Handschuhe, die am
Isolator selbst angebracht sind, werden nur mit diesen Baumwollhandschuhen
,=angezogen®. Dafur gibt es drei wesentliche Grunde:

= das Anziehen der Handschuhe ist viel leichter
= mdgliche Kontamination von Isolator zu Isolator wird reduziert
= zusatzliche Schutzschicht zwischen den Handschuhen

Die Handschuhe eines Isolators (oder einer Schleuse) sind die groRte
Schwachstelle und mussen deshalb immer besonders sorgfaltig und oft
uberpruft werden!! Deshalb werden diese bei jedem An- und Aus-ziehen
kontrolliert!

(siehe Uberpriifen des Isolators auf Schwachstellen S.41)

Zur Sterilisation, wie hier beschrieben, wird grundsatzlich Peressigsaure einer
Konzentration von 3% verwendet, die man durch Verdinnung des Produktes ,P3-
Oxonia aktiv von Ecolab bekommt. (Verdlinnungstabelle siehe Peressigséure
Verdiinnungstabelle S 73).

Peressigsaure ist ein sehr starkes Desinfektionsmittel, welches schon als
Gas/Aerosol eine sehr gute Wirkung hat, und deshalb eine einfache und effektive
Desinfektion ermdglicht. Da die Dampfe allerdings sehr atzend sind, muld bei jeder
Anwendung Schutzkleidung und eine Vollmaske getragen werden!

Diese Art der Tierhaltung ist sehr zeitaufwendig. Deshalb sollte man fur alle Arbeiten
immer genug Zeit einplanen. Fehler passieren meist dann, wenn man unter Zeitdruck
steht.
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Erste Sterilisierung / Neubesatz

Erste Schritte:

1. Saubern

.Leak Test“ Druckverlust testen
Sterilisation

Ventilation / Luften
Ausstattung / Bestuckung
Sterilitatstest

o0k wN

Zeitplanung: Saubern, Drucktest und Sterilisation kann an einem Tag durchgefuhrt
werden. Ventilation und erste Bestuckung frihestens am 2. Tag. Fur den
Sterilitatstest sollte mindestens eine Woche eingeplant werden, bevor die ersten
Mause in den Isolator importiert werden.

1.

Saubern des Isolators
Material:

= Tlcher/ Zewa
» Mildes Desinfektionsmittel (Pursept A)
»  Seifenlauge

Als erstes muss der Isolator komplett leer geraumt werden. Dann wird der
Isolator mit Seifenlauge und anschliefend einem milden Desinfektionsmittel
komplett gereinigt. Nicht vergessen, den Vorfilter der Abluft zu entfernen und
mit milder Seifenlauge zu waschen. Alle Innenwande des Isolators werden mit
einem Tuch und dem Desinfektionsmittel abgewischt. Die Wande des Isolators
mussen gut trockengewischt werden, damit keine Wasserflecken
zuruckbleiben. Dabei den Isolator auf Schwachstellen / Locher oder
dergleichen Uberprufen! Es muld hierbei nicht steril gearbeitet werden, aber es
sollte so sauber wie moglich gearbeitet werden.
Anfallige Schwachstellen fur Lécher:

= Handschuhe

= Armel

=  Schweillndhte

= Port Kappen

(siehe auch: Uberpriifen des Isolators auf Schwachstellen S.41)

Bei diesem Schritt werden auch die HEPA-Filter der Zu- und Abluft kontrolliert,
ob diese getauscht oder gereinigt werden mussen. Es qilt als Faustregel fur
Abluftfilter bei Dauerbetrieb diese alle 1,5 bis 2 Jahre zu wechseln, die Filter
der Zuluft (je nach Staubbelastung im Raum) alle 3 bis 4 Jahre.
Das Protokoll zum Filterwechsel siehe Filterwechsel am Isolator im laufenden
Betrieb S.57.
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2. Leak Test" = Druckverlust testen

Hierbei wird der Isolator auf Gas-Dichtigkeit Uberpruft. Dazu wird die LUfter-
Einheit des Isolators eingeschaltet, der Vorfilter, inklusive Rohrverbindung, der
Abluft ist nicht angebracht. Als Erstes wird das Zelt an sich getestet.
Dazu wird zuerst die Abluft mit dem orangen Gummistopfen gut verschlossen.
Die Hand/ der Armel in der N&ahe der Abluft kann dann herausgezogen
werden. Der Isolators soll sich stark aufblahen (Druckanzeige uber 250 hPa)
um dann die Zuluft auch mit einem Gummistopfen zu verschlieRen (es dabei
mit dem Uberdruck nicht ibertreiben, man méchte den Isolator nicht unnétig
stressen). Nun auch diese Hand aus dem Armel nehmen und beide Armel
wieder etwas hineinstecken damit der Druck bei ca. 250-200hPa bleibt. (Tipp:
Armel evtl. mit Wascheklammern fixieren, bei ,weichen* Armeln ist das nicht
notig). Nun sollte der Druck innerhalb von 10 min nicht gravierend abfallen
(Druckabfall sollte nicht mehr als 50hPa in 10min betragen).
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Als Zweites wird die Druckdichtigkeit nur mit den blauen Ventilen getestet. Dabei
uberpruft man die Dichtigkeit der Rohr- und Schlauchverbindungen vom Zelt des
Isolators bis zum Ventil, inklusive HEPA Filter. Es ist wichtig zuerst zu wissen das
das Zelt an sich dicht ist, damit man bei einem eventuellen Druckabfall undichte
Stellen schneller finden kann!

Die gelben Rohrkappen und die
Dichtung zum HEPA Filter sind hier die
haufigsten Griunde warum Luft austritt.
Ein anderer Grund kann naturlich auch
sein, das das Ventil an sich nicht mehr
dicht schlie3t, oder die Gummidichtung
am Filter por6s oder gebrochen ist. Alles
hinter dem HEPA Filter beeintrachtigt
nicht die Sterilitat des Isolators, aber ein
Wechsel diverser Komponenten sollte
immer vor Inbetriebnahme erfolgen

Sollte man feststellen dass der Druck beim ersten Test abfallt, sind mogliche Grinde
alle Schwachstellen die regelmaRig Uberpriift werden sollten (siehe Uberpriifen des
Isolators auf Schwachstellen S.41).
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3. Sterilisation
Material:

= 350ml 3%ige Peressigsaure (Peressigsédure Verdlinnungstabelle, S.73)

» Vollmaske tragen

» Kompressor

= ,Bag®“ zum Einsprihen mit Sprihpistole/ Spiral-Schlauch

»  Klammern / Gummi zum Befestigen am Port

» Innere Kappe / 2 Gummis und Klammer in den Isolator legen

» Fdr Zuchtisolatoren - Kafig Rack

= Vor-Filter und AnschluRwinkel fur Abluft in den Isolator legen

= Material das nicht autoklaviert werden kann, aber in den Isolator
eingespriht werden sollen

Um den Isolator komplett einzusprihen, ohne den kompletten Raum mit
Peressigsaure-Dampfe zu vernebeln, muss der Port verschlossen werden.
Hierfur wird die Spruhpistole am Spiralschlauch angebracht, welcher in einem
,Bag“ durch eine der Spriih-Offnungen mit dem Kompressor verbunden wird.
Die Peressigsaure-flasche (und eventuell zusatzliche Materialien) in den
Isolator stellen. Dann Spruhpistole in den Port legen und den ,Bag“ an den
Port anbringen. Den Kompressor mit dem Spiralschlauch verbinden und
einschalten.
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Nun zieht man die Baumwollhandschuhe und die Handschuhe des Isolators
an, und schraubt anschlielend die Peressigsaure-Flasche an die
Spruhpistole. Sicherstellen, das die Verbindung von Sprihpistole zum
Schlauch dicht ist (notfalls festdrehen). Ist dies der Fall, beginnt man damit
den lIsolator gut auszusprihen. Zuerst die Stopfen in der Zu- und Abluft
entfernen und in die Offnungen spriihen. AnschlieRend die Offnungen wieder
mit dem eingespruhten Stopfen verschlieRen.

An der Decke des Isolators beginnen, Rickwand, Seitenwande, Boden und
Ubriges Material systematisch besprihen. Besonders sorgfaltig bei schwierig
zuganglichen Stellen arbeiten, wie z.B. die kleinen Taschen an den
Seitenwanden, die Anschluf3stellen des Druckschlauches, die Ecken und um
den Port herum.

S.15
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Dann die Handschuhe und Armel einspriihen. Als letztes wird die Sichtflache
bespriht. Beim Sprihen darauf achten kurze Spriuh-sto3e abzugeben. Wird
der Hebel an der Pistole lange gedruckt, ist die Verteilung des Aerosols nicht
so gut und man bendtigt wesentlich mehr Peressigsaure. Grundsatzlich
werden alle Oberflachen so bespruht, dass man dberall eine feine
Trépfchenbildung erkennen kann. Ist die Innenseite ausreichend bespriht legt
man die Pistole in den Port und verschliel3t diesen (Siehe auch Anbringen der
Port Kappen (Verschlie3en des Isolators) S.44).

Von aulen kann nun der ,Bag® wieder entfernt werden.
Zur Sicherheit den Port von aulien auch aussprihen, dabei vor allem bei dem
Rand der inneren Kappe sorgfaltig arbeiten. Durch die Spruhoffnung der
Kappe auch die Luft im Port mit Peressigsaure sattigen, dann VerschluRkappe
einspriihen und die Offnung ziigig verschlieRen.

Die Einwirkzeit fiir den Isolator betragt mindestens 24h.

. Ventilation / Liften

Am nachsten Tag kann der Isolator in Betrieb genommen werden. Dazu
schaltet man die Luftereinheit ein und 6ffnet die blauen Ventile der Zu und Ab-
luft. Die Stopfen, mit denen die Luftzufuhr im Isolator verschlossen wurde,
mussen auch entfernt werden. Der Vor-Filter und Anschlu3winkel wird wieder
auf das Abluft-Rohr gesteckt.
Die blauen Ventile der Zu-
und Abluft nun SO
regulieren, dass ein
konstanter Druck von ca.
125hPa angezeigt wird. Die
Ventile sollten dabei eher
auf einer offenen Position
stehen um eine gute
Luftzirkulation zZu
gewahrleisten. Das heildt
zuerst wird das Abluftventil
komplett gedffnet, dann die
Zuluft. Die Anzeige beim
Aufdrehen des Ventils kontrollieren, bis sich der gewunschte Druck eingestellt
hat. (Dieser Druck kann auch erreicht werden, wenn die beiden Ventile fast
geschlossen sind. Allerdings ist damit die erreichte Luftmenge zu gering um
eine gewunschte 10 bis 20-fache Luftwechselrate pro Stunde zu erreichen;
(GV-Solas Tiergerechte Haltung von Laborméusen 7.2.3 Luftwechselraten im
Raum). Der Isolator sollte vor der ersten Bestickung 24h ventilieren konnen,
um die Peressigsaure ausreichend abdampfen zu lassen. Ist der Isolator
trocken hinterlasst die Peressigsaure weille Flecken, die vor allem auf dem
Boden und an den Handschuhen zu erkennen sind. Das ist normal und kann
mit Wasser weitgehend entfernt werden.
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5. Ausstattung / Bestlickung

Bevor die ersten Mause in den Isolator gebracht werden, missen die
erforderlichen Materialien in den Isolator eingebracht werden. Bestimmend ist
hierfir die spezifische Nutzung des Isolators. Je nach Experiment oder
Anwendung sollten die Versorgungszylinder / Tonnen explizit bestuckt
werden.

Bei kleineren |Isolatoren wird das Rack als erstes in einer Tonne autoklaviert
und eingeschleust. Bei einem groReren Isolator (ab M40 Zuchtisolator) passt
das Rack nicht in eine Tonne und muss deshalb schon bei der Sterilisation im
Isolator vorhanden sein.

Siehe S.62 Bestlickung der Tonnen (Versorgungszylinder):

Bei allen Tonnen ist grundsatzlich zu beachten, dass diese nicht zu voll
gepackt werden, um noch eine gute Zirkulation fur den Autoklaviervorgang zu
gewahrleisten. Eine Chargenkontrolle muss grundsatzlich immer dabei sein
und sollte an eine Stelle gepackt werden, die vom Dampf des Autoklaven
schwer zuganglich ist, aber dennoch so weit vorne das sie beim Auspacken
der Tonne leicht erreichbar und kontrolliert werden kann. Alle Materialien
sollten so hineingepackt weren, dass alles wieder leicht enthommen werden
kann. Kleine Teile im hinteren Teil der Tonne sind beim Einschleusen
unerreichbar!! 2 Sets Wattestabchen und Probegefale fur den Sterilitatstest
mussen unbedingt in der ersten Tonne enthalten sein. Ein Set sollte sofort zur
Probennahme hergenommen werden, das zweite ist zur Kontrolle/als Ersatz
dabei. Sollte der erste Test unklar sein, kann man diesen zeitnah wiederholen.

Set enthalt:
= 4 Wattestabchen
= 4x2ml Eppis
= 2x5ml Eppis

Wie beschrieben unter Einschleusvorgang S.29

6. Sterilitatstest / Probennahme vor Mauseimport

Der Isolator muss vor den Probenahmen ausreichend bellftet werden, damit
keine Peressigsaure-Reste mehr im Isolator sind. Bei den Probenahmen ist
darauf zu achten das keine Peressigsaure aus der Schleuse / Port an die
Proben gelangt, da sonst eine eventuelle Kontamination nicht entdeckt
werden kann.

AuBerdem sollten samtliche Kafige, Tucher, Tuten, Wasser, Futter und
Einstreu im Isolator vorhanden sein, um mdglichst umfangreich testen zu
kdénnen.

Zur Probenahme werden 3 bis 4 Wattestdbchen mit Wasser von den
Trinkwasserflaschen benetzt und damit jegliche Stellen im Isolator
,2ausgewischt".
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Stellen, die nicht vergessen werden sollten:

= Robhr fur die Zu- und Abluft

= Schwarze Verbindungsstuicke / Druckluftschlauch

= die Taschen an den Seiten

» das Rack, an diversen unzuganglichen Stellen, Bohrl6cher

» Handschuhe

= Borsten des blauen Besen, Kéafige, etc...

» um den Port selbst

= Sonstige Oberflachen

= Wenn Wasserflaschen und Futter vorhanden: Probe vom
aufgeweichten Futter

» Einstreu mit Wasser vermischt.

Die benutzten Wattestabchen in die 2ml Eppis geben (Stiel abbrechen)
Futter/Wasser/Einstreu Gemisch in die 5Sml Eppis geben.

Die Proben werden am gleichen Tag enthommen und sollten deshalb mit
einem geplanten Ein- oder Ausschleusvorgang verbunden werden.
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Proben-Aufbereitung:

Material:

= Sterilbank / Alkohol zur Desinfektion

= 3 Platten Blutagar

= Sterile Pinzette

= LB Medium

= Objekttrager (mit Bleistift beschriften!)

Die Wattestabchen werden unter einer Sterilbank mit einer Pinzette steril
entnommen und auf Blutagar ausgestrichen. Von den Futter/Wasser/Einstreu
Gemisch wird eine Gramfarbung gemacht und anschlieRend LB Medium
dazugegeben. Fur die Gramfarbung das Eppi gut vortexen, die groReren Teile
kurz absetzen lassen, vom fliissigen Uberstand etwas herauspipettieren, auf
einem Objektrager ausstreichen und eine Gramfarbung nach einem
allgemeinen Protokoll durchfuhren.

Die Platten und Flussigkultur mindestens eine Woche bei 37°C bebruten.
Eine aerobe Inkubation sollte ausreichen, da eine Kontamination mit
anaeroben Bakterien unwahrscheinlich ist.

Mause sollten erst dann importiert werden, wenn der Sterilitatstest negativ
ausgefallen ist.

Dies ist nur ein kurzes Protokoll zum Testen des Isolators. Es ist zu empfehlen
sich mit erfahrenen Mikrobiologen auszutauschen, wie ein solcher Test am
Besten durchgefiihrt werden sollte. Aullerdem ist eine Gramfdrbung von
Fecesproben nicht immer einfach zu beurteilen und erfordert Erfahrung und
Ubung um eine richtige Aussage treffen zu kénnen.

¥ ' i

< v . - »
oy )
o y v g ":.

Gramféarbung mit Bakterien Gramfarbung keimfrei
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Mause Export - Import

Vorbereitung der Tonnen - Export
Ausschleus-Vorgang

Transport

Einschleus-Vorgang

Tierpflege

Tagliche Kontrolle

2 o

1. Vorbereitung der Tonnen - Export

Zuerst sollte man sich bewul3t machen, zu welchem Zweck die Mause
ausgeschleust werden sollen:

= Experiment - wieder einschleusen in Isolator

= Verschicken

= Sampeln / Probenahmen

Die Mause werden immer in sog. Gnotokafigen ausgeschleust. Maximal
passen 4 Gnotokafige in eine Tonne. Wenn es sich um Mause handelt, die
wieder eingeschleust werden, sollte der Besatz 5 Mause pro Kafig nicht
uberschreiten. Das heil3t in einem Ausschleus-Vorgang fur Experimente
konnen maximal 20 Mause ausgeschleust werden.

Werden die Mause nur fur Organentnahme verwendet, kbnnen auch mehr
Mause im Kafig sein. Es mul® nur bedacht werden, das die Tiere in solchen
Kafigen nicht langer als 24h gehalten werden duirfen.

Handelt es sich um Mause zum Verschicken, gelten die gleichen Regeln wie
bei den Experimenten, da davon ausgegangen werden muss, dass diese
Mause auch wieder eingeschleust werden muissen.

Aulerdem muf bei der Bestlckung der Tonne bedacht werden, ob die Mause
von einem keimfreien Isolator kommen, oder ob es sich um kolonisierte (S2)
Mause handelt! (abgeklebte Filterdeckel!)

S.20
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Zusatzlich sollte man bedenken was in dem lIsolator sonst noch gebraucht
wird und sofern moglich bei dieser Gelegenheit mit in die Tonne gepackt
werden kann. Z.B. Futter, Einstreu, Tuten etc... (siehe auch Bestlickung der
Tonnen (Versorgungszylinder)S. 62)

Tonne fur Keimfrei:

= Gnotokafige

= Chargenkontrolle

» Filterdeckel, Futterraufen / leere Trankflaschen falls nétig (in den
Gnotokafig stellen, nicht einhangen, da sonst Gefahr besteht mit
den spitzen Haken der Raufe die Folie oder Handschuhe zu
verletzen!!)
Klebeband

= Beim Verschicken: kleine Autoklavierbeutel fur Nalfutter (Flaschen
konnen nicht verwendet werden, da diese beim Transport auslaufen
wulrden)

= Bei_S2 Tieren: Filterdeckel miissen schon mit einem
Plastikdeckel abgeklebt sein, da die Gnotokafige beim
Ausschleusen noch einmal eingespriiht werden mussen!

Die Tonne verschlie®en, mit einem Tuch abdecken und autoklavieren.Das
Tuch wird dann spater in der entsprechenden Schleuse (Umkleide D) wieder
abgenommen und dient dazu, die Tonne auf dem Transportweg sauber zu
halten.

Autoklavierprogramm: 30min Sterilisation bei 121°C, 20min Trockenzeit

WICHTIG: Filter sind nur im trockenen Zustand effektiv!! Nach dem
Autoklavieren muB man die Tonne abtasten um zu uberprufen ob der
Filter der Tonne ausreichend getrocknet ist!!!

Stellt man fest, dass der Filter noch feucht ist, darf die Tonne nicht
verwendet werden!!!

S. 21
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Die autoklavierte Tonne sollte moglichst am nachsten Tag verwendet werden.
Es ist nicht ratsam die Tonne tagelang stehen zu lassen bis sie gebraucht
wird. Der Filter garantiert zwar Sterilitat, aber je langer etwas einer unsterilen
Umgebung ausgesetzt ist, umso grol3er ist das Risiko das etwas passiert.

S.22
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2. Ausschleus-Vorgang

Materialien:

= 200ml 3% Peressigsaure

= Spruhpistole

= Atemschutzmaske

= Blaue Pipettenspitze

»= Tonne mit Gnotokafigen (autoklaviert)

= Schleuse Tonne-Isolator

= (Materialien die in den Isolator gespruht werden sollen)
2. Person

Beim Ausschleusen gibt es verschiedene Mdglichkeiten:

= Separates Ausschleusen das einen Import der Transportkafige
(Gnotokafige) erfordert (wie unten beschrieben)

= Direktes Umschleusen von lIsolator zu Isolator (Vorgehensweise
bleibt weitgehend gleich, mit dem Unterschied das 2 Isolatoren
miteinander verbunden werden)

» Verbinden des Isolators mit speziellen Transport-Verpackungen
(z.b. Taconic shippers, hier nicht beschrieben)

Ausschleusen mit Import der Transportkafige:

Die Tonne wird in den jeweiligen Raum gefahren und entweder auf den
Hubwagen gestellt, oder befindet sich schon auf einem Wagen, der ein
andocken an den gewunschten Isolator ermdglicht. Es ist darauf zu achten
das die Tonne auf einer rutschfesten Unterlage steht, damit sie nicht vom
Wagen rutschen kann.

Bevor man die Tonne an den Isolator anschliel3t noch einmal alles Wichtige
kontrollieren:
Tonne:
= Filter trocken?
» Mylar-Folie ohne Risse?
» Rand des Klebebands ohne Falten oder Vertiefungen die schlecht
ausgespruht werden kénnen
Verbindungsschleuse:
» Handschuhe ohne Loch?
» Schweildnahte noch in Ordnung?
= Armel, PVC allgemein in gutem Zustand?
Isolator:
* Druckanzeige in Ordnung?
= AuRere Kappe in Ordnung, richtig angebracht?
» Innere Kappe in Ordnung, richtig verschlossen?
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Erst wenn diese Kontrollen abgeschlossen sind wird die Verbindungsschleuse
angebracht und mit Gummiband und Klammer fixiert.

Den Wagen mit der Tonne nun in die richtige Position bringen um diese am
Isolator anschlief3en zu konnen.

Nun die Atemschutzmaske verwenden und die Peressigsaure an die
Sprihpistole anbringen. Kompressor einschalten. Die auflere Kappe des
Isolators entfernen und den Port aussprihen. Es ist besonders darauf zu
achten, dass der Spalt zwischen Kappe und Rohr gut eingespruht wird.

Materialien, die mit Peressigsaure eingespruht werden konnen, werden
abgespruht und in den Port gelegt.

AnschlieRend wird die Schleuse mit dem Port verbunden und wiederum mit
Gummibandern und Klammer fixiert.
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Durch die Spruhoffnungen der Schleuse wird diese nun systematisch
eingespruht.

Alle Oberflachen sollen dabei gut benetzt werden. Das Spruhen soll
wiederum, wie schon bei der Sterilisation des lIsolators, in kurzen Spruh-
stoRen erfolgen um eine gute Aerosolbildung zu gewahrleisten. Besonders
grindlich sind die Handschuhe und Armel der Schleuse einzuspriihen. Die
Schleuse blaht sich bei dem Einsprihvorgang etwas auf. Die Kappen beim
herausziehen der Spriihpistole einsprihen und die Offnung zigig
verschlielen.

Einwirkzeit 40min

Der Druck in der Schleuse sollte nach der Einwirkzeit nicht wesentlich
nachgelassen haben. Hat die Schleuse viel Druck verloren, muss davon
ausgegangen werden, dass die Schleuse undicht ist. In diesem

Fall mussen die Schwachstellen noch einmal genau Uberpruft werden, bevor
die Tonne gedffnet wird!
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Potentielle Schwachstellen:
* Verbindung- Schleuse-Tonne
» Verbindung-Schleuse-Isolator
» Schweildnahte der Schleuse
» Handschuhe

Ist alles in Ordnung kénnen die Materialien, die sich im Port befinden, in den
Isolator eingebracht werden.

Dazu die Baumwollhandschuhe fiur den Isolator (oder Frische) verwenden.
Dann die Handschuhe des Isolators anziehen und als Erstes die
Handschuhkontrolle vornehmen. Dann kann die Kappe des Ports entfernt
werden und das Material eingebracht werden. Alles mit einem Tuch
abwischen um die Mause nicht zu lange den Peressigsaure-dampf
auszusetzen. Die blaue Pipettenspitze im Port lassen. Das getrankte Tuch
auch in die Schleuse legen.

Die innere Kappe des lIsolators auf Locher hin Uberpriufen! Dann den Port
wieder schlie3en. (siehe auch Anbringen der Port Kappen (VerschlieBen des
Isolators) S.44)

Nun kann die Tonne geodffnet werden. Dazu ist die zweite Person von Vorteil,
die nun Baumwollhandschuhe anzieht um in die Handschuhe der Schleuse zu
gehen. Mit Hilfe der blauen Pipettenspitze die Mylar-Folie durchstechen und
aufreil3en.

Zuerst wird die Chargenkontrolle der Tonne entnommen um den
Autoklaviervorgang zu Uberprifen.

Ist der Teststreifen schwarz kann der Inhalt der Tonne komplett in den Isolator
importiert werden. Dies ist zu zweit viel einfacher da man die Gnotokafige und
Materialien direkt weiterreichen kann.

Bei den Filterdeckeln ist darauf zu achten das der Filter nicht naR wird!
Dieser darf also nicht mit den nassen Wanden der Schleuse in
Beriihrung kommen!

Es gilt das gleiche Prinzip wie fur den Filter der Tonne. Ein feuchter /
nasser Filter ist nicht dicht!!!

Nun kénnen die Mause in die Gnotokafige verpackt werden.
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Zum Umschleusen oder Verschicken der Mause muss in die kleine
Autoklaviertute ausreichend Nassfutter gefullt werden. Der Rand der Tute wird
dann so weit wie moglich umgeschlagen um den Mausen den Zugang zum
Futter zu ermoglichen.

Etwas Nistmaterial und normales Futter noch hinzugeben (kann direkt vom
Kafig mitgenommen werden).

Ist eine Futterraufe vorhanden kann dort Futter und eventuell eine
Trankflasche benutzt werden (nicht zum Verschicken! Flasche lauft aus!).

Ist alles fur die Mause vorhanden, den Kafig verschlielen. Beim Zukleben
darauf achten das der obere Rand frei bleibt, bzw. das obere Klebeband nicht
Uberdeckt wird. Eine Lasche am Ende lassen, um das spatere Offnen im
Isolator zu vereinfachen.

Alle Materialien die nun im Isolator nicht mehr bendtigt werden kénnen zurick
in die Tonne gepackt werden. Die Gnotokafige teils in die Tonne teils in der
Schleuse stehen lassen. Dann den Isolator von innen wieder verschliel3en.

Ist alles dicht kann die Schleuse abgenommen werden.

Handelt es sich um S2 Tiere muss die Tonne mit einem Beutel
verschlossen werden und die Schleuse nochmals mit Peressigsaure
ausgespriiht werden um die S2 Keime abzutoten.

Einwirkzeit 20min

Atemschutzmaske benutzen!
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Schleuse vom Isolator abnehmen. Gnotokafige vorsichtig herausnehmen.

Bei S2 Tieren, nun den Plastikdeckel entfernen, damit die Mause nicht
ersticken. 2> Tonne richtig verschlossen autoklavieren um S2 Keime
abzutoten.

Den Port einmal durchwischen, nochmals aussprihen und mit der aul’eren
Kappe wieder verschlieRen. Uber die Spruhéffnungen die Luft im Port
sattigen. Das Sterilisieren des Ports nach dem Entfernen der Schleuse gibt
eine zusatzliche Sicherheit um mogliche Kontaminationen zu vermeiden.
Diese Vorsichtsmalinahme ist speziell bei der Verwendung der Kappen zu
empfehlen, da unter diesen Umstanden kleine Lécher an der inneren Kappe
keine schlimmen Folgen nach sich ziehen. Es sollte jedoch bedacht werden,
das die Gummis an den Ports durch den standigen Kontakt mit Peressigsaure
mit der Zeit poros werden. Darum ist es zu empfehlen diese so trocken wie
moglich zu halten, bzw. rechtzeitig auszutauschen, bevor sie reil3en.

Die Schleuse/Schlauch wird mit Tuchern ausgewischt um die Peressigsaure
Reste zu entfernen. Dann die Schleuse mit klarem Wasser durchspulen. Die
Handschuhe und Armel gut ausspiilen, damit das Material nicht vorzeitig
pords wird.

3. Transport

Die Mause werden in den Gnotokafigen in einen zusatzlichen Behalter / Kiste
gepackt, in dem die Kafige nicht umfallen kdnnen und sicher in einem Auto
oder auf einem Wagen transportiert werden konnen.

Far Fahrten auf offentlichen Stralien ist es Pflicht, einen Warenbegleitschein
mitzufuhren. (Artikel 18.2 THE CARTAGENA PROTOCOL ON BIOSAFETY)

Weiterhin ist darauf zu achten, dass die Tiere nicht unnétigen Erschitterungen
ausgesetzt werden und die aulderen Verhaltnisse wie Temperatur und Feuchte
fur die Tiere keine Extrembelastung darstellen.
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4. Einschleusvorgang

Materialien:

= 200ml 3% Peressigsaure

= Spruhpistole

= Atemschutzmaske

= Gnotokafige, und Plastikdeckel zum luftdichten verschliel3en

» Port ,Bag” zum Einschleusen oder falls eine Tonne mit eingschleust
wird, eine Schleuse Tonne — Isolator

= Weilker Isolator-wagen (Port stand), oder sonstige Vorrichtung um
die Flache unter der Schleuse zu unterstitzen

» Blaue Pipettenspitze und eventuell eine Tonne die gleichzeitig mit
eingeschleust werden soll

=  Uhr um die Zeit messen zu kdnnen

= 2. Person

Der Einschleusvorgang sollte auf jeden Fall von 2 Personen durchgefihrt
werden, da immer eine Person die Kafige / Materialien festhalten kann,
wahrend die andere Person das Einsprahen Gbernimmt.

Zuerst wird die Schleuse oder der ,Bag“ auf Schwachstellen / Ldécher
Uberprift, wie dies schon beim Ausschleusen der Fall war. Anschlie3end wird
der Bag eingespruht. (Atemschutzmaske verwenden!) Da die Gnotokafige
recht grol3 sind, ist es einfacher alle Oberflachen schon jetzt einzuspruhen, als
dies erst dann zu tun, wenn die Schleuse am Isolator angebracht ist.

Wird eine Tonne mit eingeschleust, wird auch diese Uberpruift, in die richtige
Position gebracht und ausgespruiht.

Sind diese Vorbereitungen abgeschlossen, werden die Gnotokafige mit dem
Plastikdeckel luftdicht verschlossen. Dabei beachten, das sich die beiden
Klebebander nicht Uberlagern, sonst kann der Kafig im Isolator nicht steril
geodffnet werden! Der Bereich unter dem Plastikdeckel und neu
angebrachtem Klebeband ist nicht steril!!

S.29




Isolatorenhaltung | 2015

Nun die Zeit vermerken, ab wann die Kafige luftdicht verschlossen wurden!
Die Mause sollten nicht langer als eine Stunde in den Kafigen ohne
Frischluftzufuhr ausharren muissen. Alle weiteren Schritte sollten sorgfaltig
aber auch zigig durchgefihrt werden um die Zeit von einer Stunde nicht zu
Uberschreiten. Ansonsten droht Erstickungsgefahr fur die Mause!!

Zuerst wird der Port am Isolator ausgespriuht. Der erste Gnotokafig kann
anschlieend in den Port gestellt werden und wird gut abgespriht. Besonders
sorgfaltig ist die Lasche des Klebebands einzusprihen.

Jetzt die Schleuse / Tonne / ,Bag“ in die richtige Position bringen und den
Wagen oder andere Vorrichtung so ausrichten, dass die Kafige in der
Schleuse / ,Bag”“ in der Einwirkzeit abgestellt werden kénnen.

Die Zweite Person kann dabei den Kafig so drehen, das alle Stellen gut
erreichbar sind. Dies wird so oft wiederholt, bis alle Gnotokafige eingespriht
sind.
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Anschlielend bringt die erste Person die Schleuse am Isolator an und

befestigt diese mit Gummi und Klammer.
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AnschlieRend wird die Schleuse Uber die Spruhéffnungen nochmals gut
eingespruht, besonders wichtig ist dabei die Verbindungsstelle zum Isolator!
Die zweite Person hilft dabei die Gnotokafige immer so zu verschieben, dass
alle Stellen gut erreicht werden kdnnen und die Luft in der Schleuse am Ende
gut mit Peressigsaure-Aerosolen gesattigt ist. Die Sprih-6ffnung zlgig
verschlielRen.

Die Einwirkzeit sollte mindestens 30 Minuten betragen, aber insgesamt
muss darauf geachtet werden, das die Zeit fur die Mause nicht zu knapp wird
(1 Stunde maximal luftdicht verpackt, Mause beobachten).

Nach Ablauf der Zeit, die innere Kappe des Isolators entfernen und die Kafige
in den Isolator einbringen und mit einem Tuch den Grolteil der Peressigsaure
entfernen. Bei allen Kéfigen das untere Klebeband I6sen und den Deckel kurz
anheben um den Mausen wieder Luft zukommen zu lassen.
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Danach die innere Kappe des Isolators wieder anbringen. (S.44)

Jetzt kdnnen die Mause in die jeweiligen Kafige umgesetzt werden.

Wird eine Tonne mit eingeschleust, kann diese bei geschlossenem Isolator
geoffnet werden und die Chargenkontrolle uiberpriift werden.

Ist alles in Ordnung kann das Material in den Isolator eingebracht werden.
Mull, Gnotokafige und Uberflissiges Material kann dann, wie schon beim
Ausschleusen mit herausgenommen werden.

Fur S2 Experimente spezielle Vorgehensweise beachten!!

Ist alles erledigt, die innere Kappe wieder anbringen. Anschlie3iend kann die
Schleuse abgenommen werden.

Den Port nun einmal durchwischen, nochmals aussprihen und mit der
auBeren Kappe wieder verschlieRen. Uber die Spriihéffnungen die Luft im Port
sattigen. Das Sterilisieren des Ports nach dem Entfernen der Schleuse gibt
eine zusatzliche Sicherheit um mogliche Kontaminationen zu vermeiden.
Diese VorsichtsmalRnahme ist speziell bei der Verwendung der Kappen zu
empfehlen, da unter diesen Umstanden kleine Lécher an der inneren Kappe
keine schlimmen Folgen nach sich ziehen.

Die Schleuse wird mit Tdchern ausgewischt um die Peressigsaure Reste zu
entfernen. Dann die Schleuse mit klarem Wasser durchspulen. Die
Handschuhe und Armel gut ausspilen, damit das Material nicht vorzeitig
pords wird.
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5. Tierpflege

Im Isolator wird die Tierpflege grundsatzlich genauso durchgeflihrt wie bei
jeder anderen Haltung. Der einzige Unterschied dabei ist, das alle bendtigten
Materialien schon im Isolator vorhanden sein mussen und nicht erst bei Bedarf
geholt werden kdnnen.

Es empfiehlt sich deshalb folgende Materialien im Isolator immer griffbereit zu
haben:
= autoklavierte Kafigkarten aus festerem bunten Papier
= unlackierter Bleistift (oder auch 2 wenn einer abbricht)
» festere Tlcher zum wischen (Papiertiicher verursachen zu viel
Staub, besser geeignet sind Fasertlcher, z.B. Wipall X60)
= grol3e Papiertuten oder kleinere Autoklaviertuten fur den Mull (mind.

32x45cm)
= Kleine Papiertuten (fur Proben, tote Mause etc.)
= Klebeband

» Teigschaber

» Grolde Pinzette (zum Mause-fangen und Material greifen)
= Besen (zum saubern des Isolators)

= Ausreichend Futter, Einstreu und Wasser

= Eppis fur Proben
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Die einzelnen Bestandteile der Tierpflege sind:
*» Umsetzen
*= Absetzen
»= Ohrmarkierungen setzen
= Wiegen fur Experimente

Die hier aufgefuhrten Vorgehensweisen sind Empfehlungen und auf
personliche Erfahrungen zurickzuflhren. Sie sollten also nicht als Vorschrift
sondern eher als Anregung und Hilfestellung gesehen werden, die natirlich
auf jeweilige Situationen, Linien und Erfahrungen angepasst werden konnen.

Umsetzen

Beim Umsetzen werden die Kafige nicht wie in anderen Haltungen gegen
frische Kafige getauscht, sondern nur ausgekratzt, durchgewischt und wieder
verwendet. Es empfiehlt sich, dafur einen leeren Kafig zur Verfugung zu
haben. Dieser wird mit Einstreu gefullt und neben den Kafig gestellt der
umgesetzt werden soll. Die Mause, Nistmaterial und Hauschen werden, soweit
noch sauber genug, vom Alten in den frischen Kafig gesetzt. Der Gitterdeckel
wird vom ursprunglichen Kafig weiterbenutzt.

Beim Umsetzen sollte routinemallig Geschlecht und Anzahl der Mause
kontrolliert werden!
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Der frische Kafig mit den Mausen wird wieder zurlck in das Rack geschoben,
der Dreckige in die Mulltute geleert. AnschlieRend wird dieser mit einem
Teigschaber ausgekratzt und mit einem Tuch ausgewischt. Danach wieder mit
Einstreu befullen und fur den nachsten Kafig weiterverwenden.

Bei diesem System wird ein Kafig immer an die nachsten Mause
weitergereicht. Es empfiehlt sich daher, das Umsetzen mit Mannchen zu
beginnen. Mannchen tendieren zu Machtkdmpfen wenn sie ihren
,Eigengeruch® neu etablieren mussen. Zu besonders schlimmen
Machtkampfen kann es kommen, wenn diese in einen Kafig gesetzt werden, in
dem sich vorher Weibchen befanden. Bei manchen Linien empfiehlt es sich
sogar, die Mause wieder in ihren eigenen Kafig zurlckzusetzen um solche
Kampfe auf ein Minimum zu reduzieren. Weitere Malnahmen um die
Rivalenkampfe zu reduzieren, sind ausreichend Nistmaterial zur Verfigung zu
stellen und auf Hauschen zu verzichten. Das kann allerdings je nach
Mauslinie unterschiedlich sein.

Weibchen sind in dieser Hinsicht unkompliziert und kdnnen im Normalfall auch
aus verschiedenen Kafigen zusammengesetzt werden.

Absetzen

Grundsatzlich sollten die Mause beim Absetzen mindestens 21 Tage alt sein.
Sind die Mause dann noch recht klein, kann man sie noch etwas langer bei
der Mutter lassen, sofern diese nicht schon wieder hochschwanger ist. Bei den
abgesetzten Mausen immer etwas Nassfutter mit in den Kafig geben. Diese
Malinahme erleichtert die Umstellung vom saugen zu normalem Futter.

Sind mehrere Wurfe zur selben Zeit abzusetzen ist es mdglich Mannchen aus
verschieden Waurfen in einen Kafig zu setzen. Sind die Mause noch jung,
tendieren diese weniger zu Machtkampfen. Sitzen die Mannchen allerdings
schon langer getrennt sollte man diese nicht mehr zusammensetzen. Je nach
Mauslinie kann dies unterschiedliche Probleme aufwerfen und sollte je nach
Erfahrung gehandhabt werden.
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Ohrmarkierungen setzen

Dies sollte gleich beim Absetzen geschehen, damit man Mannchen und
Weibchen von verschiedenen Wirfen zusammen in einen Kafig setzen kann.
Allein schon aus Platzgriinden ist diese Vorgehensweise empfehlenswert.

Bei Linien die Genotypisiert werden mussen, sollte man das Absetzen, bzw.
die Ohrlochung mit einem Einschleusvorgang verbinden, damit man den
Isolator nicht extra fur die Biopsien 6ffnen muss.

Biopsie fur Genotypisierung

Wiegen der Tiere fur Experimente

Bei vielen Versuchen ist man darauf angewiesen das Kdérpergewicht der Tiere
regelmalig zu Uberprifen. Die Tiere im lIsolator zu wiegen ist aber nicht
unproblematisch, da man nicht einfach eine Waage mit hineinnehmen kann.
Autoklavierbare Waagen gibt es nicht, also muss man sich etwas einfallen
lassen.

Die Vorgehensweise hier ist relativ einfach, hat aber den Nachteil, dass das
Gewicht nicht unbedingt als absolut oder sehr akkurat angesehen werden
kann.

Eine Briefwaage (Proscale 222 oder 333) wird in eine Tute eingeschweil3t. Ein
Abstandhalter aus festerem Papier dient dazu, dass der Becher besser auf der
Wiegeflache aufliegt und der Wert nicht unnétig verfalscht wird.

Die Tute kann nun mit Peressigsaure eingespruht werden und die Mause mit
einem Plastikbecher darauf gewogen werden.

Dabei muss nur beachtet werden das man die Waage auch auf NULL stellt,
bevor man die Mause in den Becher ,wirft‘. Es erfordert etwas Ubung, aber
nach einer gewissen Zeit bekommt man ziemlich gute Werte, die sogar von
den Gewichten aullerhalb des Isolators gemessen, nicht UbermaRig
abweichen.
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6. Tagliche Kontrolle

Bei einer Isolatorhaltung beschrankt sich die Kontrolle nicht nur auf die Mause
sondern erstreckt sich auch auf den gesamten Isolator. Ist dieser nicht in
einem einwandfreien Zustand, ist die Haltung darin immer in Gefahr. Die
Kontrolle ist daher einer der Wichtigsten, wenn nicht DER wichtigste Aspekt in
Bezug auf die Aufrechterhaltung eines entsprechenden Hygienezustandes.

Siehe auch Uberpriifen des Isolators auf Schwachstellen S.41

Gesamtzustand — Druckanzeige

Je nachdem, ob der Isolator im Uberdruck oder Unterdruck I4uft, wird
zunachst die Anzeige uberpruft. Ist der Druck stark abgefallen wird
automatisch ein Alarm ausgelost, ein zu hoher Druck hingegen wurde
unbemerkt bleiben, den Isolator aber auf Dauer schaden, da die
Schweil3nahte unnotig belastet wirden.

Ein veranderter Druck kann folgende Ursachen haben:

* Druck zu niedrig:

o Lduftereinheit nicht eingeschaltet (Stromausfall oder
versehentlich ausgeschaltet)

o Zuluft Ventil (Isolator) wurde verstellt / nicht weit genug
geoffnet

o Ist der Isolator direkt an die Raum-Abluft angeschlossen,
konnte diese zu stark ziehen (kann nach/bei Wartung der
Laftungsanlage auftreten)

o Zuluft-Filter verstopft (Vorfilter, oder HEPA-Filter)

o Isolator hat ein (gro3es) Loch (ist das Loch klein kann man
keine Druckveranderung feststellen)

= Druck zu hoch:
o Abluft-Schlauch ist nicht am Stutzen angebracht
o Abluft- Ventil (Isolator) wurde verstellt / ist nicht weit genug

geoffnet

o Raum-Abluft »zieht* zu wenig, oder steht
(Brandschutzklappen zu?? nach Wartung der Luftung
moglich)

o Abluftfilter verstopft (Vorfilter im Isolator oder HEPA-Filter)
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Uberpriifen der Nihte

Die SchweilRnahte des Isolators sind vor allem im Uberdruck einer standigen
mechanischen Belastung ausgesetzt, die im Laufe der Zeit die Nahte
schwécht und eventuell reiRen lasst. Die Nahte unter den Armeln sind durch
die standige Benutzung am starksten beansprucht und deshalb besonders
anfallig. Bei der Kontrolle auf hellere Stellen achten und eventuell ein Leck-
Such-Spray verwenden um Undichtigkeiten zu erkennen.

Kontrolle der Kappen

Darauf achten das die Gummibander gut Ubereinander liegen und die
Klammer auf den Gummis aufliegt. Auch die Dichtigkeit der Kappen wird
kontrolliert. Blaht sich die aulere Kappe auf, ist die Innere nicht dicht
verschlossen. Dazu sollte man einen Verschluss der aul3eren Kappe o6ffnen
und etwas Luft ablassen, dann wieder schlieRen und die Kappe beobachten.
Es kann sein, dass eine Wolbung der Kappe noch vom letzten Spruhvorgang
verursacht wurde. Blaht sie sich wieder auf ist die innere Kappe undicht, bleibt
es unverandert ist alles in Ordnung. Eine undichte innere Kappe sollte beim
nachsten Schleusenvorgang gut kontrolliert und eventuell die Kappe selbst,
oder die zugehdrigen Gummis, ausgetauscht werden. Auf keinen Fall
versuchen die innere Kappe ohne Sterilisiervorgang dicht zu bekommen!!
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Handschuhkontrolle: siehe auch S. 41

Ist soweit alles in Ordnung werden die Baumwollhandschuhe fir den Isolator
angezogen bevor man die Handschuhe des lIsolators Uberzieht. Danach
werden diese Handschuhe sorgfaltig auf Schwachstellen / Locher untersucht.
Besonders betroffene Stellen sind die Bereiche zwischen den Fingern und am
Ubergang zum Armel. An diesen Stellen ist der Handschuh oft geknickt und
deshalb anfalliger fur Locher.

Die Handschuhkontrolle ist immer durchzufliihren sobald die Handschuhe an-
oder ausgezogen werden!!

Sind die Handschuhe nicht in Ordnung, muss der betreffende
Handschuh / Armel herausgezogen werden und sofort mit der
Armelklemme abgeklemmt werden. Die Kontrolle der Mduse muss dann
mit einer Hand durchgefiihrt werden. Mit dem betroffenen Handschuh,
darf nicht’s angefasst werden! Ist der Handschuh abgeklemmt kann
dieser gewechselt werden. Siehe Protokoll Handschuhwechsel S.49.

Sind die Handschuhe in Ordnung kénnen die Kafige kontrolliert werden. Dafur
die Kafige nacheinander herausziehen und nachsehen, ob die Mause darin in
Ordnung sind. Besondere Aufmerksamkeit ist dabei den Zuchtpaaren zu
widmen. Sind alle Ké&fige kontrolliert, muss noch Wasser und Futter kontrolliert
und gegebenenfalls aufgeflllt werden.

Jegliche Auffalligkeiten sind am Logsheet des jeweiligen Isolators zu notieren!
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Uberpriifen des Isolators auf Schwachstellen

Handschuhkontrolle:
Die wichtigste Kontrolle die immer dann durchgefihrt wird wenn die
Handschuhe an- oder ausgezogen werden.

Dabei die Stellen zwischen den Fingern besonders gut kontrollieren.
Dadurch, dass der Hanschuh dort immer knickt, sind diese Stellen besonders
anfallig fur Risse und kleine Locher.

Auch an der Verbindung zum Armel ist eine Stelle die 6fter Lécher aufweisen
kann. Bei der Kontrolle die Armel an sich nicht vergessen! Diese Stellen
kénnen eventuell Schnitte aufweisen, die durch das Arbeiten im Isolator
entstehen kdnnen!

Bei der Kontrolle das Handschuhmaterial etwas ziehen um die Stellen auch
gut beurteilen zu kénnen. Tritt ein Loch auf, ist dieses meist sehr klein und
man kann erkennen dass das wei3e Innenfutter durchscheint. (Bild siehe
Handschuhwechsel S.49)

Es sollte beim Ausziehen der der Handschuhe deshalb immer darauf
geachtet werden, die Handschuhe mdglichst faltenlos in den Isolator hangen
zu lassen. Handschuhe werden mit der Zeit por6s. Erfahrungsgemaf halten
sie gut ein Jahr lang, was allerdings auch insgesamt von Lagerzeit und
Beanspruchung allgemein abhangig ist.

Gut zwischen den  Finger
kontrollieren.

Armelverbindung. Dabei auch die
Armel an sich mit kontrollieren,
nicht nur das Handschuhmaterial!
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Kontrolle der SchweiRnahte

Die Schweillnahte sind die nachste Schwachstelle eines Folienisolators.
Durch den Standigen Uberdruck sind diese einer konstanten mechanischen
Belastung ausgesetzt. Im Laufe der Zeit kann dies dazu flhren, das die
Nahte dinner werden und schlief3lich rei3en.

Besonders belastet sind die Nahte unter den Armen, da diese durch die
Bewegung bei der Arbeit im Isolator zusatzlich in Anspruch genommen
werden.
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Kontrolle der Zu- und Abluftverbindungen / HEPA-Filter

Bei den Rohren sind vor allem die gelben Kappen anfallig (falls Gberdreht-
gerissen) genauso wie der Dichtungsring bei der Abdeckung des HEPA
Filters. Sind die gelben Kappen betroffen ist die Sterilitat im Isolator nicht
mehr gewahrleistet. Bei den Dichtungsringen ist ein proser Ring nicht so
schlimm, da dieser Bereich schon im ,unsterilen® Bereich, nach dem HEPA
Filter liegt, sollte aber trotzdem zeitnah ausgetauscht werden. Dies ist zwar
ohne weiteres auch im Betrieb moglich, bei der Zuluft ist es allerdings
schwierig die Abdeckung zu entfernen ohne den Filter selbst abzuschrauben.
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Anbringen der Port Kappen (VerschlieBen des Isolators)

Vorgehensweise von innen nach aul3en:

Erst einen Gummi an das Rohr anbringen und diesen zum Rand hin ausrichten damit
er bundig mit dem Rohr abschliel3t.

Die Kappe anschlieend Uber das Rohr und den Gummi stlilpen und mit Hilfe des
abstehenden Randes so weit wie moglich Uber das Rohr ziehen.
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Nun den zweiten Gummi Uber die Kappe ziehen und so positionieren, dal er tUber
dem ersten Gummi liegt.

Jetzt die Klammer Uber den Gummi legen und festklammern. Darauf achten, dass die
Klammer komplett auf dem Gummi aufliegt und den Verschlu® so ausrichten dass er

auch beim Offnen leicht zuganglich ist.
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Zur Sicherheit den Port von aul3en auch aussprihen, dabei vor allem am Rand der
inneren Kappe sorgfaltig arbeiten.
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Die auRere Kappe selbst abspriihen und dann wieder am Isolator anbringen. Mit dem
zweiten Gummi und Klammer fixieren.

Kappe auflen mit Peressigsaure gut einspriihen
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Durch die Spruhoéffnung der Kappe auch die Luft im Port mit Peressigsaure sattigen,
dann VerschluRkappe einspriihen und die Offnung zligig verschlieRen.
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Handschuhwechsel

Hat man im Handschuh ein Loch entdeckt, muss dieser sofort abgeklemmt und so
bald als moglich gewechselt werden. Wenn ein Handschuh einmal ein Loch hat,
kann dieses schnell aufreilen und zu einem grof3en Problem werden. Ist es noch
klein ist meist noch nicht’s passiert (sofern der Isolator im Uberdruck I4uft).

Wie hier am Beispiel zu erkennen sind die Lécher am Anfang noch sehr klein. Nur als
weile Stellen sichtbar wenn man die Handschuhe etwas auseinander zieht.
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Abklemmen:

Zuerst den Armel mit dem betroffenen Handschuh aus dem Isolator herausziehen,
dann eine Klemme am Armel faltenfrei anbringen. Die Klemme sollte nicht zu hoch
am Armel sitzen, aber auch nicht zu tief, damit man beim Anbringen des neuen
Handschuh noch genug Platz hat.

Da die Klemme relativ schwer ist und eine gewisse Zeit dort hangen bleiben muss,
diese am Rahmen des Isolators mit einem Gummi o.A. befestigen, damit auf der
Schweilinaht des Armels nicht zu viel Zug entsteht!

Der Isolator ist jetzt sicher, und der alte Handschuh kann bequem enfernt werden.
Dazu einfach alle Klebebander l16sen und den Handschuh aus dem Armel ziehen.
Der Bereich unter der Klemme wird nun unsteril, der Bereich daruber bleibt steril.
Diese Klemme ist nach dem Wechsel als letztes zu I16sen!!

Die nachsten Schritte des Handschuhwechsels konnen dann unsteril stattfinden.
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Man braucht zum sterilen Wechsel des Handschuhs einen neuen Handschuh,
autoklavierte Schere, Klebeband und Tlcher und einen sog. Glove-change-Bag.

MNeuer Handschuh mit Plastik Ring und Dichtungsringen
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Zuerst wird der neue Handschuh am Plastik-Ring angebracht. Dazu diesen Ring mit
der verjingenden Seite Richtung ,Finger” in den Handschuh stecken und mit dem
ersten Gummi an der etwas breiteren Seite fixieren.

Nun das uberstehende Ende des Handschuhs knapp am Plastikring abschneiden.

Jetzt wird das Ganze mit PVC Klebeband fixiert. Dabei mul® das Klebeband gut
gedehnt Uber den ersten Gummi aber nicht weiter als bis zur Mitte der zweiten Rille
geklebt werden. Damit vermeidet man, dass das Klebeband ins Innere des Isolators
kommt, wo sich das Klebeband I6sen kdnnte und unsterile Stellen freilegen wiirde.
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Das Klebeband nicht zu locker
anbringen, da es sich sonst im
laufe der Zeit vorzeitig 10st.

Wird der Handschuhwechsel steril
durchgefihrt, wird nun der ,Glove-
change-Bag" am Armel
angebracht. Darin befinden sich
dann der zweite Gummiring, der
Handschuh und der Kit mit Schere,
Klebeband und Tlchern.

Den Bag und die Materialien darin am
Besten schon vor dem anklemmen am
Armel mit Peressigsaure ausspriihen.
Die am Armel angebrachte Klammer in
den Bag stecken.

Dann den Bag am Armel Uber der ersten
Klemme faltenfrei festklemmen.

Nun kann der Beutel noch einmal gut
ausgespruht werden. Besonders wichtig ist die
Innenseite des Armels die sich nach dem
Handschuhwechsel wieder im Isolator befindet
und der Bereich um die erste Armelklemme.

Den Bag mit den Stopfen wieder verschliel3en
und mindestens 20 min einwirken lassen.

Nach der Einwirkzeit kann der Handschuh dann
angebracht werden. Die Bilder hier sind ohne
Bag. Wird dies im Bag gemacht, wird erst das
Ende des Armels mit den sterilen Tichern
trocken gewischt, genauso wie der Handschuh
und der Gummi damit das Klebeband auf einer
trockenen Flache angebracht werden kann.
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Das Ende des Armels soll biindig mit dem Plastikring abschlieBen, damit das
Klebeband an beiden Teilen gut halt und sich nicht vorzeitig 16st!

Schlief’t nicht bindig ab!

Passt die Orientierung des Handschuh und schliet der Armel auch biindig ab, wird
das Ganze mit dem Gummi fixiert. Dabei darauf achten, dass der Armel faltenfrei
unter dem Gummi liegt!
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Nun wird das ganze noch mit dem Klebeband fest angeklebt. Auch hierbei wieder
darauf achten, dass das Klebeband gut straff angezogen wird und sich straff und
Faltenfrei um das Ende des Armels und den Plastik ring legt. Je besser dies
angeklebt ist, umso besser halt der Handschuh.

Damit kann nun der Bag wieder abgenommen werden. Vollmaske tragen,
Persessigsaure-Dampfe!!

Bevor die letzte Klemme entfernt wird, noch einmal Uberprifen, ob der Handschuh
richtig sitzt und fest ist.

Bis zum nachsten Tag den Armel noch herausgezogen lassen, damit der Rest der
Peressigsaure abdampfen kann.
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Filterwechsel am Isolator im laufenden Betrieb

Ein Filterwechsel sollte moglichst dann stattfinden, wenn der Isolator nicht in
Betrieb ist. Bei einem Zuchtisolator ist dies meistens ein Dilemma, da man
diesen im besten Fall Uber Jahre in Betrieb hat. Grundsaztlich ware hier der
Ratlschlag die Tiere in einem sauberen Isolator zu transferieren, diesen zu
testen und erst nach erfolgreichem Transfer den Ursprungs-Isolator ausser
Betrieb zu nehmen und dann die Filter des leeren Isolators zu wechseln. Sollte
es dennoch notwendig werden den Filter im Betrieb zu wechseln, wenn der
Druck im Isolator ansteigt oder abfallt und es aulder einem verstopften Filter
keine Erklarung fir die Druckveranderung gibt sollte diese sehr sorgfaltig
Uberlegt und geplant werden. Bei manchen Isolatoren ist der Wechsel des
Hepafilters der Zuluft gar nicht (mehr) moglich. Dies sollte bei den
Routinekontrollen festgestellt werden, siehe Tégliche Kontrolle S.38.

Beim Wechsel im laufenden Betrieb ist das Risiko einer Kontamination
besonders gro3, wenn der Zuluft-Filter gewechselt werden muf}! Dabei alle
Teile sorgfaltig desinfizieren! Dies nur durchfuhren wenn es nicht anders
moglich ist. Ist die Zucht sehr wichtig ist es zu empfehlen einen Reserve-
Isolator mit dieser Zucht zur Verfigung zu haben!

Wird der Filterwechsel durchgefluhrt wenn der Isolator sowieso gereinigt wird,
ist der Vorgang derselbe, wobei man auf die Sterilisation mit Peressigsaure
verzichten kann. Eine Begasung des HEPA Filters ist trotzdem zu empfehlen!

Material:

= 100ml 3% Peressigsaure
= HEPA Filter (mit H,O, begast, steril verpackt)
= Spruhpistole, Kompressor

Vorgehensweise:

> Im Betrieb zuerst den zugehorige Zu- oder Abluftstutzen von innen mit
dem Gummistopfen verschliel3en
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» Verbindungsrohr abdrehen und die Klemmen daran I6sen

» Den Verschlul} der Schutzhille des HEPA Filters 6ffnen
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» Rohrverbindung l6sen
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A\

HEPA Filter abdrehen und
komplett mit  Abdeckung
entfernen

In die Offnung Peressigsaure
spruhen

Neuen Filter in die
Abdeckung stecken

Klammern der Hille nach
oben ausrichten und so
wieder umgekehrt an das
Rohr schrauben

Gelbe

n

Versch

lud im Verbindungsstick
herausdrehen und  mit
Peressigsaure einsprihen

Verschluly wieder hineindrehen (nicht zu fest,

sonst bricht das Gewinde!)

Eine Stunde einwirken lassen
Gummistopfen entfernen
Isolator ist wieder betriebsbereit
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Bestlickung der Tonnen (Versorgungszylinder)
Immer zusatzlich zur Chargenkontrolle!!

Grundsatzliches:

Am wichtigsten ist bei der Bestlickung der Versorgungszylinder zu beachten das
nicht zu viel Material eingebracht wird und immer eine gute Zirkulation unter
Sterilisationsbedingungen gegeben ist. Am besten sollte das System mit einer
,vollgepackten® Tonne und einem geeigneten Gerat validiert werden. Wobei die
Validierungs-Kontrolle an einer schwer zuganglichen Stelle in der Tonne sein sollte.

Wenn die Materialien nicht ausreichend sterilisiert werden konnen
Kontaminationsquelle Nummer 1!!

Erstbesatz:
= 4 Kafige grol3 (6 klein) mit Gitter
» 4 Trankflaschen mit Kappen
» Hauschen
= 1 Blech Futter
» 4-6 Beutel mit Einstreu
= Papiertiten (grofd und klein)
= Tucher
= Eppies
= 2x Sterilitatstest Set:
o 4 Wattestabchen

o 4x2ml Eppis
o 2x5ml Eppis
= Nistmaterial
= Besen
= Bleistift

» Lange Pinzette

ist dies
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Futter / Einstreu:
= 4 Bleche mit Futterpellets (eine Schicht Futter jeweils!!)
» 3 leere Baumwollbeutel (zum Einflllen des Futters)
= Bis zu 8 Beutel Einstreu, so arrangiert das man die Beutel wieder
gut herausnehmen kann (mit Tuchern verschlossen, damit kein
Einstreu herausfallt)
= Evtl Tacher, Tuten, Klebeband.... je nachdem was gebraucht wird

Das Futter darf immer nur in einer Schicht autoklaviert werden, um sicher zu gehen,
das die Pellets durch und durch sterilisiert sind. Futter ist eines der haufigeren
Kontaminationsquellen, da die Pellets so gepresst sind, das gute
Dampfdurchdringung schwierig ist. Darum ist es auch wichtig, das das
Autoklavierprogramm  eine  langere  Sterilisierzeit hat, als ,normale“
Autoklavierprogramme.

Autoklavierprogramm: 30min Sterilisation bei 132°C, 20min Trockenzeit
(empfohlen fur Arbeiten mit Keimfreien Tieren)

Um das Abfillen spater leichter zu machen, kann man durchlécherte Autoklaviertiten
verwenden, in denen das Futter nicht kleben bleibt. Es ist wichtig die Tuten gut zu
durchléchern, da ansonsten kein Dampf an die Pellets gelangt!!

Autoklavierbeutel, zugeschnitten und durchléchert:

Beutel mit Einstreu ,eingehangt“ um diese leicht aus der Tonne herausnehmen zu kénnen:

S. 63




Isolatorenhaltung | 2015

Umschleusen / Gnotokafige
- Bis zu 4 kleine Gnotokafige
- Evtl. Raufen, kleine Trankflaschen / Kappen
- Einstreu oder eine Schicht Futter im Gnotokafig
- Filterdeckel /fur S2 abgeklebte!!!
- Klebeband
- Beutel mit Einstreu, Papiertiten, TUlcher etc. je nach Platz / oder was noch
gebraucht wird

Um 4 Gnotokafige in eine Tonne packen zu konnen, durfen maximal die zwei
untersten Bleche verwendet werden, sonst reicht der Platz in der Tonne nicht aus!
Bei den kleineren Tonnen ist es sogar zu empfehlen nur das unterste Blech zu
verwenden und dieses falsch herum in die Tonne zu schieben.

Wird die Raufe in den Gnotokafigen verwendet, dies nicht im Becher einhangen,
sondern einfach hineinstellen. Der Haken der Raufe ist scharfkantig und kann
entweder die Mpylar-Folie durchstechen oder spater beim Ausraumen den
Handschuh der Schleuse!!
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VerschlieBen der Tonne
Wird die Tone Verschlossen wird ein Stuck Mylar Folie in der richtigen Grole
abgeschnitten und diese faltenfrei Giber die Offnung der Tonne gelegt.

Zur Vorbereitung schneidet man sich auch kleine Stickchen Klebeband zurecht, um
mit diesen die Folie an der Tonne zu befestigen.

Zuerst klebt man die Folie am unteren Ende ca 1cm hinter dem Tonnenrand fest.
Dann schneidet man das obere Ende so ab, das auch hier ca. 1 cm Folie tUbersteht
und klebt dies auch sofort fest. Nun kann man links und rechts genauso verfahren. Ist
die Folie an 4 Stellen fixiert ist es einfacher mit der Schere die Folie so
zurechtzuschneiden, das rund um die Tonne ca. 1 cm Ubersteht.

Jetzt alles mit vielen kleinen
Klebesticken und unter Zug
festkleben. Die Folie soll am
Ende straff (ber der Offnung
sitzen.

Ist alles gut fixiert benutzt man
das 5cm breite Klebeband und
klebt alles gut fest. Dabei das
Klebeband gut straff ziehen um
Falten zu vermeiden. Man
beginnt ca. 5mm hinter den
kleinen Klebestreifen und zieht
das Klebeband eine Runde um
die Tonne um alle
Klebestreifen abzudecken.
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Die Mylarfolie sollte am Ende noch immer
straff (iber der Offnung liegen und vor allem
am Rand zum Klebeband keine Falten
schlagen.

Bei einer zweiten Runde wird es
etwas mehr nach vorne gezogen
damit sich dort ein ca. 1 cm breiter
Rand um das Ende der Tonne legt.
Ist der Kreis komplett, das
Klebeband wieder Ileicht nach
hinten fihren, damit man es ohne
Falten am Rand der Tonne
abschneiden kann.
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Filterwechsel der Tonne

Der Filter einer Tonne wird immer dann gewechselt wenn er entweder zu dreckig
geworden ist, oder Risse aufweist. Die Risse kann man gut erkennen, wenn man die
Tonne komplett geleert hat und in die Tonne hineinschaut. Ist ein Ri} im Filter
vorhanden, kommt an dieser Stelle mehr Licht von aul3en durch, auch wenn der Rif}
noch nicht alle Schichten des Filters betrifft.

FiltergroRe:
4,5 m lang (3 Schichten Filtermaterial pro Tonne)

55-60 cm breit (Der Filter muss breit genug sein, um alle Lécher der Tonne zu
Uberdecken, aber immer noch genug Platz zwischen Filter — Flil3e — Griffe sein um
den Filter gut ankleben zu kénnen.)

Zuerst den alten Filter der Tonne entfernen und die Tonne gut auskehren / saubern.

Den neuen Filter zurechtschneiden, oben an der Tonne beginnen und den Filter dort
mit einem Streifen Klebeband fixieren.

AnschlieRend den Filter um die Tonne wickeln. Es ist wichtig den Filter mdglichst
straff anzubringen, damit er gut halt und keine Falten wirft. AnschlieRend das Ende
wieder mit einem Klebestreifen fixieren.

Die Rander mussen nun auf beiden Seiten mit 2 bis 3 Runden Klebeband gut
festgeklebt werden und mit dem Spannring nochmals fixiert werden.
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Autoklavieren der Wasserflaschen

Die Glasflaschen sind grundsatzlich gut zu reinigen um jegliche Schmierreste zu
entfernen. Aullerdem sollten sie frei von jeglichen Klebeband und dessen
Ruckstanden sein. Maximale Beflllmenge sollte die maximale Markierung an den
Flaschen nicht Uberschreiten, um der FlUssigkeit genug Platz zu bieten sich beim
Erhitzen ausdehnen zu kdnnen. Der Deckel wird nur lose auf die Flasche geschraubt,
damit der Dampf, der in der Flasche entsteht, entweichen kann. Sonst droht Gefahr
das die Flasche platzt.

Wasserflaschen kann man auch im Versorgungszylinder autoklavieren. Das Problem
dabei ist, das man einen Weg finden muss, den Filter der Tonne nach dem
Autoklavieren ausreichend trocken zu bekommen. Dabei kann man die Flaschen in
die Tonne in Kafigschalen stellen und mul} das unterste Blech der Tonne mit viel
saugfahigem Material auslegen. Aulerdem sollte man einige Autoklavierprogramme
ausprobieren um eines zu finden, welches den Filter gut trocknen lasst.

Alternativ autoklavieren wir die Flaschen
separat in Taten verpackt. Anschliel3end
werden diese mit einem ganz normalen
Autoklavierprogramm fur FlUssigkeiten
autoklaviert. Dabei nicht vergessen, das
die Referenzflasche im Autoklav ein
groReres  Volumen an  Flussigkeit
enthalten muss, als die grofte
Flissigkeitsmenge die zu autoklavieren
ist! Zur Sicherheit ist es zu empfehlen die
Flaschen zweimal zu autoklavieren.

Nach dem Autoklaviervorgang sind die
Flaschen sofort fest zuzudrehen, ohne den Beutel dabei zu 6ffnen. Am Beutel
mussen auch jegliche Locher die entstanden sind zugeklebt werden! Die Flaschen
sollten innerhalb einer Woche in den Isolator eingeschleust werden!
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Einbringen der Wasserflaschen in den Isolator
Die Flaschen werden am Besten bei einem ganz normalen Einschleusvorgang in den

Isolator mit eingebracht um zusatzliche Schleusvorgange zu vermeiden. Es ist aber
auch moglich, die Flaschen nur uber den Port einzubringen.

Zuerst wird dabei der Port ausgespruht um anschlieend die Flaschen einzuspuhen.
Dazu werden die Beutel der Flaschen kurz vor dem Einspriuhen aufgerissen und die
Flaschen zuerst Uberprift ob die Deckel gut verschlossen sind. Sind Deckel zu locker
wird diese Flasche nicht in den Isolator eingebracht! Dann nimmt man sich die
Flaschen einzeln heraus und spriht diese ab. Dabei die Flasche auf den Kopf
drehen, damit Peressigsaue in den Flaschenhals laufen kann und auch diese Stelle
der Flasche gut desinfiziert wird.

Sind alle Flaschen im Port (maximal 9 1L Flaschen maoglich), wird noch einmal tber
alle Deckel gespruht und anschlieRend entweder die Schleuse der Tonne / flr den
anderen Isolator, oder die Portkappe eingesspruht und angebracht.

Die Luft in der Schleuse oder den Port mit Peressigsaure sattigen.

Einwirkzeit 40min.
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Pflegehinweise
Damit man den Isolator und alles was dazugehort lange benutzen kann, sollte man
folgende Pflegehinweise beachten:

1. Isolator:

= Den Isolator regelmaRig Uberprufen (innen und auf3en) und mit mildem
Seifenwasser reinigen

* |Im Betrieb die Vorfilter der Zuluft (au3en an der Lufter-Einheit) und den
Vorfilter der Abluft im Isolator selbst regelmallig reinigen

= Nach dem Arbeiten im Isolator immer mit dem Besen kehren und auch
mit einem Tuch durchwischen. Je sauberer der Isolator generell
gehalten wird, umso eher kdnnen Fehlerquellen entdeckt werden.

= Die Handschuhe und Armel nach dem Arbeiten mit méglichst faltenfrei
zurlck in den Isolator stecken

» Reste von Peressigsaure versuchen immer zeitnah zu entfernen

= Abluftschlauche etc. regelmalig reinigen soweit moglich

= Vor jeder neuen Sterilisation alle ersetzbaren Teile gut Uberprifen und
eventuell austauschen

2. Versorgungszylinder — Tonne
» Filter auf Schwachstellen Uberprifen / regelmalig wechseln
= Nach jedem Benutzen gut saubern / auskehren
» Klebeband-Reste wenn moglich entfernen

3. Verbindnungs-Schleusen / Bags (aus PVC)
* In regelmaligen Abstanden mit mildem Seifenwasser reinigen und gut
trockenwischen
= Nach jedem Benutzen von Peressigsaure befreien / trocknen
» Handschuhe und Schwei3nahte regelmaldig Uberprifen

4. Andere Materialien
= Jegliches Material das verwendet werden soll, sollte moglichst wenig in
Kontakt mit schmutzigem Material kommen
= Eventuell Vor-sterilisieren
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Gesundheitszeugnisse / Uberpriifen des Hygienezustandes

Nachdem die Tiere nun hoffentlich gut versorgt im Isolator untergebracht sind bleibt
noch die Frage wie man sicher gehen kann, das die Tiere im Isolator auch den
Hygienezustand haben, den man mdchte.

Die Tiere sollten wie in jeder Haltung periodisch von einem unabhangigen Institut
nach FELASA protokollen untersucht werden (Hygienemonitoring). Die Haufigkeit ist
davon abhangig, wie oft ein Ein- und Ausschleusen bei dem fraglichen Isolator
notwendig ist. Je seltener der Isolator geodffnet wird, je geringer das Risiko einer
Kontamination.

Wenn man es schafft einen Zuchtisolator nur zwei mal im Monat 6ffenen zu mussen,
reicht eine halbjahrliche Untersuchung aus. Andernfalls ist eine vierteljahrliche
Untersuchung zu empfehlen.

Jeder Isolator steht bei dem Health Monitoring fur sich und sollte auch als solche
Einheit behandelt werden. Wird ein Isolator aus irgendeinem Grund aufgegeben und
die Mause in einen anderen Isolator eingebracht, gilt das alte Gesundheitszeugnis
nur noch bedingt. Jede neue Sterilisation eines Isolators setzt diesen wieder auf 0
zurick und die ,Historie® der Gesundheitszeugnisse beginnt von neuem. Darum
versucht man auch eine Zucht in einem Isolator so viele Jahre wie moglich aufrecht
zu erhalten.

Die Tiere die fur das Hygiene Monitoring bestimmt sind sollten entweder speziell
daflr gehaltene Sentinels sein, oder kommen direkt aus der Haltung / Zucht. Bei der
Isolatorenhaltung sind Zuchttiere eher zu empfehlen, da erstens das Risiko zu hoch
ist zusatzliche Tiere aus eventuell bekannter aber dennoch anderer Herkunft in den
Isolator einzubringen und zweitens ist dies allein schon aus Platzgrinden schwierig.

Halt man Keimfreie Mause mochte man sich nicht nur auf ein Gesundheitszeugnis
verlassen das nur auf bestimmte (pathogene) Keime testet. Naturlich kann man bei
den Firmen anfragen ein Zeugnis speziell fir Keimfreie Tiere auszustellen. Dabei
sollte eine generelle Mikobiologie (Bakterien allgemein) und eine grof3e Serologie
(Viren) gemacht werden.

Aus eigener Erfahrung ist es zu empfehlen die Mause selbst bei jedem
Schleusvorgang zu kontrollieren. Dazu empfiehlt es sich sich mit einem
Mikrobiologen in Verbindung zu setzen um ein geeignetes Protokoll fur die
individuelle Haltung zu erarbeiten. Eine einfache Gramfarbung des Feces aus
mehreren Kafigen hat sich mit der Zeit als sehr zuverlassigen Indikator
herausgestellt. Dabei kann man Bakterien schon sehr frihzeitig entdecken, noch
bevor man diese in einer Kultur hatte anreichern kénnnen. Dazu ist dies eine
einfache und kostengunstige Kontrolle. Man sollte sich aber genug Zeit nehmen die
Gramfarbungen auch ordnungsgemal} beurteilen zu kdnnen.
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Peressigsaure Verdiinnungstabelle

(Ecolab, oxonia active)

3%

Peracetic
Total Volume H20 in ml zf(i:ni_a 17%)
active in ml

20 17 3

40 33 7

60 50 10

80 66 14

100 83 17

120 99 21

140 116 24

160 133 27

180 149 31

200 166 34

220 182 38

240 199 a1

260 215 45

280 232 48

300 249 51

320 265 55

340 282 58

360 298 62

380 315 65

400 331 69

420 348 72

440 365 75

460 381 79

480 398 82

500 414 36
1000 829 171
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Materialliste
Um eine Isolatorhaltung aufzubauen hier eine Liste an Material, welches dazu nétig
ist. Die Liste kann naturlich je nach Bedarf beliebig erweitert / gekurzt werden.

Die ,,GroRen“ Dinge:

= |Isolatoren, Grof3e und Form je nach Bedarf

= Gestell und Kafige mit Flaschen etc.

= Verbindungs-schleusen (Isolator — Versorgungszylinder, Isolator — Isolator)

= Schleusen ,Bag“ mit und ohne Spiralschlauch

= Schlauchklemmen und Gummis zum Anbringen der Schleusen

= Spruhpistole

=  Kompressor

= Versorgungszylinder (Tonnen)

= Chargenkontrolle fir den Autoklaviervorgang fur jede Tonne (z.B. MelaPro)

= Hubwagen

= Zusatzlicher, autoklavierbarer Wagen der das Einschleusen und Transport der
Tonnen ermdglicht

= Steighilfe, Hocker 0.A. um am Isolator arbeiten zu kénnen. Es kommt darauf
an ob man einen Doppelstock Isolator hat oder nur einfache.

= Klemmen!! (siehe Handschuhwechsel S.49)

= HEPA Filter als Ersatz

= Filtermaterial fur Tonnen

= Mylar-Folie zum Verschlieen der Tonnen

= Gnotokafige zum Ein- und Ausschleusen von Mausen

Kleinere Dinge / Verbrauchsmaterial:

= Vollmaske geeignet fur Peressigsaure

= PVC Klebeband 150mm breit und 500mm breit (autoklavierbar)
= Peressigsaure

= Glasflaschen (11) fir Wasser

» Handschuhe als Ersatz fur den Isolator

= Baumwollhandschuhe / autoklavierbar

=  Gummis als Ersatz fur die Schleusen

= Baumwollbeutel fur Einstreu

= Papierttuten grof3 und klein fur Mall und Probennahmen

= Lange Pinzette (zum Mausefangen)

= Unlackierte Bleistifte

= Lochzange fur Ohrmarkierungen / Biopsie entnahme

= Nistmaterial (moglichst Staubfrei. Z.B. Sizzlenest)

= Feste Tucher (z.B. Wipall X60)

= Buntes festes Papier fur Kafigkarten, Clips zum Befestigen
= Autoklavierbarer Besen

= Autoklavierbarer Teigschaber (zum Kafig auskratzen)
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