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Parvoviren: Eigenschaften und Pravalenzen

Parvoviren sind kleine, unbehillte, einzelstrangige DNA-Viren, die bei einer Vielzahl
verschiedener Tierarten wie Katzen, Hunden, Kaninchen, Rindern, Schweinen, Gefligel sowie
diversen Nagerspezies vorkommen und die Ursache fir klinische Infektionen sein kénnen. Zu
den Nager-relevanten Parvoviren gehéren das Mouse Parvovirus (MPV), das Minute Virus of
Mice (MVM), das Mouse Kidney Parvovirus (MKPV; Roediger et al. 2018), das Kilham Rat
Virus (KRV), das Toolan H-1 Virus (H-1 Virus), das Rat Parvovirus (RPV) und das Rat Minute
Virus (RMV). Parvoviren weisen eine sehr hohe Resistenz gegeniiber weiten pH-Bereichen
(pH2-11), hohen Temperaturen sowie Lipidldsungsmitteln und chemischen Reinigungsmitteln
auf und besitzen damit eine auRergewdhnlich hohe Umweltstabilitat (Compton et al. 2012,
Mayr und Kaaden 2007). Zur Hitze-Inaktivierung von MVM ist beispielsweise eine Temperatur
von 86,5°C fur 10 min notwendig (Fassolitis et al. 1985). Aufgrund der hohen Tenazitat von
murinen Parvoviren ergeben sich vielfaltige Schwierigkeiten bei ihrer Eradikation innerhalb
eines Labormausbestands.

Murine Parvoviren zahlen weltweit zu den haufigsten viralen Erregern in Mauspopulationen,
wobei die Angaben zur Pravalenz unterschiedlich sind (Carty 2008, Janus und Bleich 2012,
Marx et al. 2017). Generell wird MPV haufiger nachgewiesen als MVM, daher kann von einer
hoéheren MPV-Pravalenz in Labormauspopulationen ausgegangen werden (Mahler und Kohl
2009, Pritchett-Corning et al. 2009, Schoondermark et al. 2006). Eine Infektion mit murinen
Parvoviren verlauft bei immunkompetenten Mausstdmmen in der Regel persistierend und
klinisch inapparent (Janus und Bleich 2012). Die Beeinflussung von wissenschaftlichen
Ergebnissen bei Verwendung von Parvovirus-infizierten Mausen ist vielfaltig und betrifft vor
allem immunologische, onkologische und hamatopoetische Forschungsgebiete sowie
Transplantationsstudien. Fir detailliertere  Informationen wird auf entsprechende
Publikationen verwiesen (Jacoby et al. 1995, Janus und Bleich 2012, Smith et al. 1993,
Einfluss von Infektionserregern auf die Ergebnisse von Tierversuchen (GV-SOLAS).

Der Import von Mausen mit einer nicht erkannten Parvovirus-Infektion in den eigenen Bestand
stellt die wichtigste Ursache fir einen Infektionsausbruch in Maushaltungen dar. Aufgrund
fehlender klinischer Symptome und erheblicher diagnostischer Probleme (u.a. wegen der
niedrigen Pravalenz innerhalb eines Bestandes und aufgrund genetisch bedingter
Unterschiede in der Antikdrperantwort) kann eine murine Parvovirusinfektion im Bestand fir
lange Zeit unerkannt bleiben (Janus und Bleich 2012). Die hohe Umweltstabilitat der Viren und
Mangel im Management der Tierhaltung konnen zudem zu einer Verschleppung der
Parvoviren innerhalb der Einrichtung fihren. Untersuchungen zur Ubertragbarkeit von MPV
zeigen, dass diverse Kafigmaterialien, mit denen infizierte Mause direkt in Kontakt kamen, eine
potentielle Infektionsquelle darstellten und im Zusammenhang mit einer Ausbreitung von
murinen Parvoviren innerhalb der Einrichtung standen (Compton et al. 2012). Die DNA von
murinen Parvoviren wie MPV konnte in Kotpellets infizierter Mause bzw. in gebrauchter
Einstreu bis vier Wochen nach der Entnahme aus dem Kafig mittels PCR nachgewiesen
werden (Bauer und Riley 2006, Smith et al. 2007). Mit gebrauchter MPV-kontaminierter
Einstreu konnten daruber hinaus auch noch nach Lagerung Uber 4 Wochen, nicht jedoch tuber
8 Wochen, Mause infiziert werden (Besselsen et al. 2008). Ferner wurde in den letzten Jahren
mehrfach berichtet, dass Labortierfutter oder auch Einstreu eine Ursache fir eine murine
Parvovirusinfektion im Bestand sein kann. Es wird angenommen, dass nicht oder nicht
ausreichend autoklaviertes Futter, dessen Bestandteile aufgrund einer Kontamination bereits
vor dem Verarbeitungsprozess mit murinen Parvoviren kontaminiert wurden (z.B. durch
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Wildnager), oder mit Parvoviren kontaminiertes Verpackungsmaterial eine Ursache fur eine
Infektion mit MPV im Mausebestand sein kénnen (Reuter et al. 2011, Schoondermark et al.
2013, Watson 2013, Adams et al. 2019). Um eine solche Kontamination zu entdecken, ist eine
Untersuchung des Futters per PCR allerdings wenig aussagekréaftig, da ein positives Ergebnis
nicht auf einen infektionsfahigen Erreger schlief3en lasst. Auch ist die Untersuchung einer
Stichprobe aus dem Futter aufgrund des Verdinnungseffekies wenig verlasslich (De Bruin
2016). Daher ist es zu empfehlen, Futter vor der Verwendung zu autoklavieren (verschiedene
Programme moglich, Prozeduren [haufig verwendet z.B. 20 min bei 121°C] sollten in jeder
Einrichtung validiert werden) oder, wenn diese Moglichkeit nicht besteht, bestrahltes Futter zu
verwenden (Reuter et al. 2011, Watson 2013).

Bestrahlung von Labortierfutter: Dosis und Sterilitat

Bezuglich der fur die Bestrahlung des Futters bendtigten Strahlendosis sollte die hohe
Resistenz und Stabilitdt von Parvoviren in der Umwelt, die auch mit einer hohen
Strahlenresistenz einhergeht, beriicksichtigt werden. Zur Bestimmung der Sterilitdt eines
Produktes wird der Sterility Assurance Level (SAL) herangezogen. Da eine absolute Sterilitat
kaum erreicht oder wenigstens realistisch nicht Gberprift werden kann, wird mittels SAL der
Grad der Reduktion eines Erregers durch den Sterilisationsvorgang beschrieben. Die
notwendige SAL fir ein Produkt (med. Zubehér, Pharmazeutika) wird gewdhnlich nach
allgemeiner Konvention mit 10® angegeben. Bei einer Sterilisation durch Bestrahlung ergibt
sich dadurch nach Gazsoé et al. (2005) folgende Formel: die benétigte Sterilisationsdosis (DS)
hangt von der mikrobiellen Kontamination (N), der Radiosensitivitat des Mikroorganismus (D1,
d.h. Dosis, die nétig ist, um die Population des Mikroorganismus um 90% bzw. um 1 log1o-
Stufe zu reduzieren) und der notwendigen SAL ab: d.h.: DS = D1 (log1oN — log1oSAL). Mit
dieser Formel wurde nach Ponta (2005) auch die in vielen Bereichen (z.B. medizinischem
Zubehor) seit ca. 4 Jahrzehnten als ausreichend beurteilte Dosis von 25 kGy mit Daten des
damals als radioresistentesten bekannten Keimes Bacillus pumilus bestimmt (DS = 3,1 x (2 —
(-6)) entspricht 25 kGy). Diese Dosis wird auch haufig im Versuchstierbereich bei der
Futterbestrahlung verwendet. Seit dieser Zeit sind jedoch andere radioresistentere
Mikroorganismen, die eine hdhere DS bendtigen, bekannt geworden. Aulderdem kann die
Radiosensitivitat auch durch viele Umgebungsfaktoren beeinflusst werden. Die Radioresistenz
wird beispielsweise erhdht durch einen niedrigeren Sauerstoffgehalt (erhdht die Resistenz 2-
4-fach), durch niedrige Temperaturen, durch reduzierende Stoffe, Alkohole und organisches
Substrat (d.h. einen hohen Proteinanteil) (Gazs6 2005, Hewitt und Leelawardana 2014).

Diese Ergebnisse, die zur Qualitatssicherheit von humanen Gewebetransplantaten und
biologischen Materialien erhoben worden sind, sollten durchaus zur Bewertung einer
geeigneten Bestrahlungsdosis von Futtermitteln fur Nager herangezogen werden. Fur
standardisiertes pelletiertes Nagerfutter wird Ublicherweise eine Mindest-Bestrahlungsdosis
von 20-25kGy angewendet (Tobin et al. 2007). Von Suckow et al. (2006) und anderen wird
jedoch eine effektive Dosis von 30-50 kGy gefordert, wobei die Dosis von 50 kGy nicht
Uberschritten werden sollte (FDA 2001). Fir Gnotobiotenfutter wird Ublicherweise eine
Bestrahlungsdosis von 40-50 kGy verwendet (Tobin et al. 2007). Eine britische
Veroffentlichung bezeichnet Dosen zwischen 28,9 und 34,3 kGy als fir Labortierfutter
gebrauchlich (,typical“) und Dosen zwischen 38,4 und 48,7 kGy, welche fir Gnotobiotenfutter
eingesetzt werden, als ,high end” (Caulfield et al. 2008). Erfahrungen der Verfasser, wonach
es nach Verwendung von mit 20 kGy bestrahltem Futter zu einer MPV-Infektion in
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Mausebestanden kam (Leblanc, pers. Komm.), lassen vermuten, dass eine Bestrahlungsdosis
von 20 kGy nicht ausreichend ist, um MPV zuverlassig zu inaktivieren. Eine vergleichbare
Beobachtung wurde auch in einer aktuellen Studie, gemacht, in der sogar eine
Bestrahlungsdosis von 25 kGy nicht ausreichte, um die experimentelle Infektion einer Maus
durch MPV-kontaminiertes Futter zu verhindern (1 Maus von 6 infiziert) (Adams et al. 2019).
Es ist daher nicht auszuschliel’en, dass die gangige Bestrahlungsdosis von 25 kGy bei
Futtermitteln, die nach Auskunft eines Futtermittelherstellers eher auf Erfahrungswerten zur
Inaktivierung einer bakteriellen Kontamination beruhen, unzureichend ist, um eine Reduktion
von Parvoviren im Futter auf ein nicht mehr infektidses Level zu erreichen. Zur Technik des
Bestrahlungsvorgangs ist anzumerken, dass bei der Mindest-Dosis vom Hersteller garantiert
wird, dass in der Mitte der Verpackung oder des Gebindes (z.B. Palette) diese Dosis erreicht
wird, d.h. die AuRenseiten oder dufReren Ecken der Verpackung sind dann mit einer héheren
Dosis bestrahlt worden (abhangig auch von der Dichte des Materials). Die Hersteller reichern
das zu bestrahlende Futter an (fortified”), um Vitaminverluste/Nahrstoffverluste
auszugleichen. Bei der Beurteilung der notwendigen Bestrahlungsdosen sollte auch
einflieBen, dass die kurzfristigen Hitzebehandlungen beim jeweiligen Herstellungsprozess der
Pellets ebenfalls zu einer Reduktion von moglichen infektiosen Erregern fihren. Bislang liegen
noch keine gesicherten Untersuchungsergebnisse vor, welche Strahlendosis tatsachlich
geeignet ist, um die Einschleppung von infektidsen murinen Parvoviren im Futter vollstandig
auszuschlieRen.

Bestrahlung von Labortierfutter: Wirkungen auf Nahrungsbestandteile

Bei der Bewertung einer Bestrahlung von Futtermitteln ist jedoch nicht nur die Effektivitat
bezuglich der Inaktivierung von Erregern wichtig, sondern es sind auch maogliche schadliche
Einflisse auf Nahrungsbestandteile durch den Bestrahlungsvorgang mit einzubeziehen.

Folgende Veroffentlichungen beschreiben dazu einige, wenn auch unter stark
unterschiedlichen Konditionen, erhobene Ergebnisse: Caulfield et al. (2008) untersuchten den
Einfluss der fiur Labortierfutter gebrauchliche Bestrahlungsdosen zwischen 28,9 und 34,3 kGy
und Dosen zwischen 38,4 und 48,7 kGy, welche fur Gnotobiotenfutter eingesetzt werden, im
Vergleich mit einer Hitzebehandlung (107°C fir 15 min) und fanden bei der hohen
Strahlungsdosisgruppe von 38,4 und 48,7 kGy lediglich beziuglich Vit. A-Gehalt starker
reduzierende Auswirkungen als bei der Hitzeeinwirkung (reduziert auf 67% vs. 80% bei
Hitzesterilisation) sowie auch bezuglich Vit. B6-Gehalt (65% vs. 73% bei Hitzesterilisation).
Sie fanden aber auch eine starke Erhdhung der Peroxide (Ausdruck der oxidativen
Fettspaltung (Ranzigkeit)) auf 1150% (bei 38,4 kGy) bzw. 2488% (bei 48,7 kGy) wahrend
dieser Anstieg bei Hitzesterilisation 175% betrug. Minami et al. (2012) berichten, dass eine
Bestrahlung (40 kGy) bei anaeroben Verhaltnissen die Degradierung und Peroxidation von
Fettsduren verhindern konnte, wahrend eine solche Degradierung bei aeroben Verhaltnissen
stattfand. Ubertragen auf Versuchstierfutter wiirde dies vermuten lassen, dass die Ubliche
Bestrahlungstechnik von Futter in Vakuumverpackungen (anaerobe Verhaltnisse) die
Fettsduren schutzt.

Andere Quellen berichten Uber einen dosisabhangigen Verlust der Vitamine C, B1, E, K und
Beta-Karotin, wobei dieser Verlust mit langeren Lagerzeiten des bestrahlten Futters starker
zunimmt als bei nicht bestrahltem Futter (Ubersicht bei Da Silva Aquino 2012). Beziiglich
Wachstum, Reproduktion, hamatologischer und biochemischer Blut- und Urinparameter sowie

Seite 5 von 11



GV-SOLAS, Ausschuss flr Hygiene, Einschleppungsrisiko von murinen Parvoviren in September 2019
Labortierhaltungen mittels Futtermitteln

histopathologischer Parameter konnte eine niederlandische Studie jedoch weder bei Ratten
noch bei Schweinen, die entweder bestrahltes Futter (50 kGy) oder autoklaviertes Futter Gber
2,5 Jahre bekommen hatten, Unterschiede feststellen (Strik 1986). Andere Studien fanden
ebenfalls keine Veranderungen bezlglich genereller Gesundheitsparameter, Wachstum und
Reproduktion bei Mausen, die mit 50 kGy bestrahltes Futter Gber 18 Monate bekamen sowie
bei einer Rattenkolonie, die Gber 5 Jahre mit 25 kGy bestrahltes Futter erhielt (Ley et al. 1969).
In Uber 50 Kanzerogenitatsstudien mit Mausen und Ratten, in denen aul3er 25 kGy haufig auch
hohe Bestrahlungsdosen (55, 60, 74 und 93 kGy) auf das Futter angewendet wurden, konnten
keine signifikanten toxikologischen Veranderungen sowie keine erhdhten Tumorraten in
Beobachtungszeitraumen von bis zu 3 Jahren gefunden werden (European Commission
2003).

In der Nahrungsmittelindustrie werden Gesamtdosen von <10 kGy verwendet (EFSA 1) und
als unbedenklich fir die Gesundheit des Menschen beurteilt. Aus der
Nahrungsmitteluntersuchung ist auch bekannt, dass der Abbau langerkettiger Molekile und
die Entstehung von Radikalen, eine Folge der Bestrahlung sein kdnnen. Auch entstehen bei
der Bestrahlung fetthaltiger Nahrungsmittel 2-Alkylcyclobutanone, die ein toxisches Potential
haben kdnnen, sowie Hydrocarbone, Cholesteroloxide und Furane (potentiell karzinogen)
(WHO 1999, EFSA 2). Dies miusste im Labortierbereich besonders bei experimentellen
fetthaltigen Diaten beachtet werden. Viele dieser Substanzen werden jedoch auch bei anderen
Haltbarkeitsbehandlungen, z.B. Hitze, erzeugt (EFSA 3). 2-Alkylcyclobutanone (2-ACBs) sind
in diesem Zusammenhang die einzigen Substanzen, fir welche eine Toxizitdt in Tieren
bekannt geworden ist. Bei Katzen wurde das Auftreten einer Leukoenzephalomyelopathie
(LEM) auf 2-ACBs bei gleichzeitigem Vitamin-A-Defizit in bestrahltem Futter zuriickgefihrt und
eine LEM konnte auch experimentell mit Bestrahlungsdosen von 25,7 bis 53,6 kGy
reproduziert werden (Caulfield et al. 2009). Die Gabe von 2-ACBs in Ratten im Kurzzeit- und
im chronischen Versuch ergab keine eindeutig schadigende Wirkung, eventuell ist jedoch eine
erhohte Colon-Tumorrate damit verbunden (Raul et al. 2002).

Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Parvoviren eine besonders grolie Herausforderung
im Versuchstierbestand darstellen, da sie wegen ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften
und ihrer daraus resultierenden hohen Umweltstabilitdt besondere Ma3nahmen beim Betrieb
einer Tierhaltung erfordern. Durch die Einhaltung strenger Tierimportregeln, die Verwendung
vorbehandelten Futters, die Gewahrleistung eines sorgfaltigen Prozedere bei Versorgung und
Umsetzen der Mause sowie beim Reinigen und Aufbereiten von Kafigmaterialien kann jedoch
die Gefahr einer Einbringung von murinen Parvoviren weitestgehend minimiert werden.
Aufgrund der unsicheren Datenlage zur effektiven Strahlendosis ist aktuell besonders das
Autoklavieren von Futter zu empfehlen, um eine Infektion Uber Futtermittel auszuschlie3en
oder aber eine Strahlendosis von mindestens 25 kGy fir die Futterbestrahlung zu wéahlen und
strengstens darauf zu achten, dass diese Strahlendosis das gesamte Futter durchdringt. Der
Anwender sollte auf Bezeichnungen der Hersteller wie ,minimum® oder ,>“ 25kGy achten, die
bestatigen, dass im Gegensatz zu der Bezeichnung ,average” an jedem Punkt die benétigte
Strahlendosis erreicht wurde. Auch sollten vom Hersteller Angaben zum Bestrahlungsprozess
bzw. Bestrahlungszertifikate zu jeder Charge erhaltlich sein. Zu bedenken ist jedoch, dass eine
hohe Strahlendosis wie auch die Hitzebehandlung einen negativen Einfluss auf die
Futterqualitat haben kann und die ernahrungsphysiologische Wertigkeit des Futtermittels
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beeintrachtigen konnte. Daher sollte in diesen Fallen angereichertes (,fortified”) Futter
eingesetzt werden.

Generell gilt, dass eine viel groRere Gefahr der Einschleppung von murinen Parvoviren durch
den Import von bereits infizierten Mausen gegeben ist und nicht durch den Import von Futter.
Wichtiger ist es daher, den Import von mit Parvoviren infizierten Mausen zu verhindern, was
Sanierungsmalnahmen per Embryotransfer vor dem Import einschliel3t, sowie die
konsequente Untersuchung von biologischen Materialien vor Verwendung, um ein
unbeabsichtigtes Einschleppen von murinen Parvoviren in eine Mauspopulation zu vermeiden
(siehe GV-SOLAS: ,Infektionsrisiko bei biologischen Materialien“ und ,Hygienerisiko beim
Import von Mausen und Ratten — Sanierungsstrategien®). Trotz sorgfaltiger Anwendung aller
prophylaktischen Malinahmen ist aufgrund der Eigenschaften von Parvoviren und der
diagnostischen Probleme jedoch immer ein Restrisiko gegeben.
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