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Zusammenfassung

Im Zeitraum von 1993-2007 wurden sechs Pferde mit zentralnervéser Symptomatik untersucht, bei denen intra vitam eine ,aktivierte Bor-
navirus-Infektion” diagnostiziert wurde. Diese Diagnose war aufgrund des Nachweises von Bornavirus-Antikérpern und/oder Bornavirus-
Antigen im Blut (finf Falle) und des Nachweises von zirkulierenden Immunkomplexen im Plasma zwei Félle mittels eines BDV-Triple-Enzy-
mimmunoassays gestellt worden. In drei Féllen waren neuropathologische Verénderungen nachweisbar: Bei Fall 1 lag eine Equine dege-
nerative Myeloenzephalopathie vor; bei Fall 2 fanden sich massive vornehmlich aus T-Zellen bestehende lymphozytére Infiltrate in der Lep-
tomeninx des Hirnstammes und des Halsmarkes, die differentialdiagnostisch eine sichere Unterscheidung zwischen einem Lymphom und
einer Meningitis nicht zulieBen; bei Fall 3 bestand eine chronische degenerative Neuropathie des Nervus facialis und eine Trigeminusgan-
glionitis. Bei einem anderen Fall lag eine Salmonellose mit hochgradiger eitrig-nekrotisierender Kolitis und Peritonitis vor. Bei zwei weite-
ren Féllen konnte die Ursache der beobachteten neurologischen Stérungen nicht geklért werden. Somit lieflen sich in keinem Fall histopa-
thologische Verénderungen nachweisen, die mit der Diagnose Bornasche Krankheit vereinbar waren. Mittels Immunhistologie und mit ver-
schiedenen virologischen Methoden war in keinem Fall Virus der Bornaschen Krankheit nachweisbar. Damit konnte post mortem bei kei-
nem der sechs untersuchten Félle die intra vitam gestellte Diagnose ,akfivierte BDV-Infektion” bestétigt werden.

Schlusselwérter: Pferd, Bornasche Krankheit, Klinik, Intra-vitam-Diagnostik, ELISA, Immunfluoreszenz, Post-mortem-Diagnostik, Histopa-
thologie

Borna disease virus infection of horses: contradictory results between antemortem and postmortem investigations

Between 1993 — 2007, six horses with neurological signs - diagnosed ,activated Bornavirus-infection”- were examined. The diagnosis was
based on the detection of BDV-antibodies and/or BDV-antigen in blood samples (five cases) and of BDV-specific circulating immune com-
plexes (CIC) in plasma (two cases) by an ELISA-based sandwich assay. The clinically suspected neurological disorders could be confirmed
in three cases by histological findings. Case 1 showed equine degenerative myeloencephalopathy. Case 2 was found to have a massive
lymphocytic infiltration mainly consisting of T-cells in the leptomeninx of the brain stem and cervical spinal cord. However, it was not pos-
sible to differentiate definitely between lymphoma and meningitis. Case 3 exhibited a trigeminal ganglionitis and chronic degenerative neu-
ropathy. For two further cases, the cause of neurological signs remained unclear. Another case showed a purulent necrotic colitis and peri-
tonitis caused by an infection with Salmonella spp. In summary, all cases did not exhibit the typical non purulent meningoencephalitis which
is regularly present in BD of horses.In all six cases, no evidence of a BDV infection was found by various virological and immunohistolo-
gical investigations. Therefore, the postmortem examinations did not confirm the antemortem diagnosis of ,activated Bornavirus-infection”.

Keywords: Equine, Borna disease, clinical signs, antemortem diagnostic, ELISA, immunofluorescence, postmortem diagnostic, histopa-
thology

Einleitung

Die Diagnose der akuten Bornaschen Krankheit (Borna dise-
ase, BD) beim Pferd kann heute intra vitam durch das gleich-
zeitige Vorkommen von Antikérpern gegen das Virus der Bor-
naschen Krankheit (BDV) im Serum und in der Cerebrospi-
nalflussigkeit (CSF) gestellt werden (Grabner et al. 2002).
Dabei ist die Bestimmung von Antikérpern in der CSF uner-
lasslich. Die Bestatigung wird post mortem durch den Nach-
weis einer nicht eitrigen Meningoenzephalitis mittels histolo-
gischer Untersuchungen und durch den Nachweis von BDV
mit immunhistologischen und virologischen Methoden (Bilzer
et al. 1996, Herden et al. 1999) gefihrt. Abweichend davon
wird eine BDV-Diagnostik durch den Intra-vitam-Nachweis
Bornavirus-spezifischer Antikérper (AK) im Plasma, von Bor-

766

navirus-Antigen (AG) in den Leukozyten oder im Plasma und
zirkulierender Immunkomplexe (CIC) im Plasma postuliert.
Die Bestimmung dieser Parameter mittels BDV-Triple-Enzym-
immunoassay soll einen sicheren Nachweis respekfive Aus-
schluss einer bestehenden ,aktivierten Bornavirus-Infektion”
erméglichen. Dartber hinaus soll die Antigenbestimmung
eine Aussage Uber den Aktivierungszustand der (persistieren-
den) Bornavirus-Infektion erlauben (Bode et al. 2001, Dieck-
hofer et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit wird Gber Post-mortem-Untersu-
chungen von sechs Pferden mit neurologischen Stérungen
berichtet, bei denen mittels BDV-Triple-Enzymimmunoassay
infra vitam eine ,aktivierte Bornavirus-Infektion” (Bode et al.
2001) festgestellt worden war.
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Material

Im Zeitraum von 1993-2007 wurden sechs Pferde mit zentral-
nervéser Symptomatik in den Instituten fir Veterinér-Pathologie
und Virologie der Justus-Liebig-Universitét Giefen untersucht.
Vorberichtlich wurden in funf Féllen Bornavirus-Antigen (AG)
(for Fall 1 bis Fall 4 in Leukozyten, fir Fall 5 im Plasma), in Fall
2 zusdtzlich Bornavirus-Antikérper (AK) (im Plasma) und in
dem Fall 5 zusétzlich Bornavirus-Antikérper (im Plasma) und
zirkulierende Immunkomplexe (CIC) (im Plasma) in einem aus-
wartigen Labor (Bode et al. 2001) festgestellt. Der Fall 6 war
nur auf BDV-CIC (im Plasma) untersucht worden, die auch
nachgewiesen wurden. Welche Untersuchungen intra vitam
bei den sechs Fallen durchgefihrt wurden, kann der jeweiligen
Tabelle entnommen werden. Die Ergebnisse wurden nach den
Beurteilungskriterien von Bode et al. (2001) und von Dieckhé-
feret al. (2004) mit der Diagnose ,aktivierte” bzw ,floride Bor-
navirus-Infektion” interpretiert.

Methoden

Histologie und Immunhistologie

Fur die Histologie und Immunhistologie wurden die Organe
(s. Fall 1 bis Fall 6) routineméssig in 10% Formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet. Die Schnitte wurden zur histologischen
Auswertung mit Hématoxilin und Eosin gefarbt. Im Fall 3 wur-
de zusétzlich eine Trichromférbung nach Goldner (Romeis
und Béck 1989) angewendet. Zum immunhistologischen
Nachweis von BDV-Antigen wurden die ABC-Methode und
der monoklonale Antikérper Bo18, der gegen das BDV-
Nukleoprotein (p38/39) gerichtet ist (Haas et al. 1986), ver-
wendet. Dabei diente DAB als Chromogen (Herden et al.
1999). Im Fall 3 wurden zusétzlich Neurofilament und T-Zel-
len mittels eines monoklonalen Anti-Neurofilament-Antikér-
pers (Dako, Hamburg) und eines polyklonalen Anti-CD3-
Antikérpers (Dako) nachgewiesen.

Virusnachweis

Zur Virusanzucht wurden embryonale Kaninchen-Gehirnzel-
len verwendet (Herzog und Rott 1980).
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Immunoblot

Zum Nachweis von BDV-Antigen in den Organsuspensionen
wurde der Immunoblot eingesetzt. Antigene wurden mit
einem polyklonalen Serum von BDV-infizierten Ratften detek-
tiert (Herzog et al.1994).

RT-PCR

Der Nachweis BDV-spezifischer RNA erfolgte mittels reverser
Transkription und Polymerase-Ketftenreaktion (nested RT-PCR)
mit p24-spezifischen Primern (Sauder et al. 1996).

Indirekte Immunfluoreszenz

Der Nachweis BDV-spezifischer Antikérper in Serum und Cere-
brospinalflissigkeit und die Bestimmung der Antikérpertiter
erfolgten auf persistent BDV-infizieten MDCK-Zellen mittels des
indirekten Immunfluoreszenztests (Herzog und Roft 1980).

Ergebnisse
Fall 1

Eine 1-jghrige Haflinger-Stute aus Niedersachsen wurde im
Oktober 1993 nach einer 3-wéchigen Erkrankung mit den
Symptomen Taumeln und Festliegen in die Klinik fir Pferde der
Stiftung  Tierdrztliche Hochschule Hannover eingewiesen.
Wegen stéindig sich wiederholender Phasen des Festliegens
wurde das Pferd infolge infauster Prognose aus tierschitzeri-
schen Griinden euthanasiert und im Institut fir Pathologie der
Stiftung Tierdarztliche Hochschule Hannover pathologisch-ana-
tomisch und histologisch untersucht. Fir die eigenen Untersu-
chungen lagen nur Teile des Gehirnes und des Rickenmarkes
vor. Gehirn und Rickenmark waren makroskopisch ohne
besonderen Befund. Histologisch wurde im Bereich der
Medulla oblongata (besonders des Nucleus cuneatus) sowie
im Rickenmark eine mittel- bis hochgradige neuroaxonale
Dystrophie festgestellt (Abb 1). Als Erkrankungsursache lag
somit eine Equine degenerative Myeloenzephalopathie vor.
Die immunhistologischen, virologischen und serologischen
Befunde kénnen der Tabelle 1 entnommen werden.

Tab 1 Fall 1 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem-Untersuchungen.
Case 1 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 1: Haflinger-Stute 1 Jahr (1993)

virologische Anamnese intra vitam

BDV-Antikérper im Plasma: negativ

BDV-Antigen in den Leukozyten: positiv
Bewertung: aktivierte Bornavirus-Infektion

Ergebnisse post mortem
pathologisch-anatomisch

histologisch

ZNS und Rickenmark makroskopisch o0.b.B.

neuroaxonale Dystrophie im N. cuneatus und RM;

Gehirn: keine entzindlichen Veréinderungen

immunhistologisch

BDV-Virologie
PCR negativ (s.0.)

BDV-Serologie

BDV-Antigen im Gehirn nicht nachweisbar

Immunoblot negativ (Gehirn, Rickenmark)

BDV-Antikérpertiter im Serum 1:80

Diagnose

CSF wurde nicht untersucht
Equine degenerative Myeloenzephalopathie
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Abb 1 Charakteristische Sphéroide (Pfeile) im Nucleus cuneatus der
Medulla oblongata bei Equiner degenerativer Myeloenzephalopathie.
H&E-Férbung. Balken = 100 um. Aufnahme P Wohlsein, Institut fir
Pathologie, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover (Fall 1)
Characteristic sphaeroid (arrows) in the cuneate nucleus of the
medulla oblongata, Equine degenerative Myeloencephalopathy.
H&E. bar = 100 um. Picture P. Wohlsein, Institute of Pathology, Uni-
versity of Veterinary Medicine Hannover (Case 1)

der Medulla oblongata. H&E-Férbung. Balken = 50 um (Fall 2)
Strong lymphocytic leptomeningeal infilirates in the medulla oblon-
gata, H&E. Bar = 50 um (Case 2)

Fall 2

Bei einem 1,5-jcéhrigen Araber-Hengst aus Nordrhein-Westfalen
wurden im Juli 1995 nach vorberichilichen Angaben seit einem
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Abb 2 b Beteiligung zahlreicher CD3-positiver T-Lymphozyten.
Immunhistochemischer Nachweis (ABC-Methode) von CD3 (braun).
Balken = 50 um (Fall 2)
Infiltrates contain numerous CD3-positive T-lymphocytes. Immunohi-
stochemical demonstration (ABC method) of CD3 (brown). Bar = 50
um (Case 2)

Jahr rezidivierende Schibe mit zentralnervésen Stérungen und
zunehmender Erblindung, Schwanken in der Hinterhand, unkon-
trollierten Bewegungen und héngender Unterlippe beschrieben.
Wegen erhdhter Anfallsneigung musste das Tier euthanasiert
werden. Die Sektion wurde im Institut fir Veterinér-Pathologie der
Justus-Liebig-Universitét Gieflen (JLU) durchgefihr.

Pathologisch-anatomisch fand sich im Bereich der Medulla
oblongata eine geringgradige Verdickung der Leptomeninx.
Die Ubrigen Organe wiesen keine Verdnderungen auf. Histo-
pathologisch fanden sich massive mononukledre Infiltrate in
der Leptomeninx der Medulla oblongata und des Halsmarkes,
die vornehmlich aus T-Zellen bestanden, aber auch B-Zellen
und Makrophagen enthielten. Eine sichere differentialdiagno-
stische Unferscheidung zwischen einem T-Zell-Lymphom und
einer massiven nicht eitrigen Leptomeningitis war nicht még-
lich. Die immunhistologischen, virologischen und serologi-
schen Befunde kénnen der Tabelle 2 entnommen werden.

Fall 3

Bei einer 16-jéhrigen Warmblut-Stute aus Hessen wurde ab
Mai 1995 ein starker Juckreiz mit Aufscheuern der Nistern

Tab 2 Fall 2 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem-Untersuchungen.
Case 2 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 2:

Araber-Hengst 1,5 Jahre (1995)

virologische Anamnese intra vitam

BDV-Antikérper im Plasma: positiv

BDV-Antigen in Leukozyten: positiv
Bewertung: aktivierte Bornavirus-Infektion

Ergebnisse post mortem
pathologisch-anatomisch
histologisch
immunhistologisch

BDV-Virologie

Immunoblot negativ (Organe s.0.)

PCR negativ (Organe s.o.)
BDV-Serologie

Diagnose
Halsmark

Leptomeninx im Bereich Medulla oblongata verdickt; Organe o.b.B.
Medulla oblongata, Riickenmark: massive meningeale mononukledre Infiltrate vornehmlich aus T-Zellen
BDV-Antigen im Gehirn und RM nicht nachweisbar

Virusisolierung negativ (Gehirn, Retina, Tréinendrise, Parotis, Glandula submandibularis)

BDV-Antikérper im Serum und Liquor nicht nachweisbar

meningeales Lymphom / massive nicht eitrige Leptomeningitis von Medulla oblongata und
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Abb. 3 a Degenerative Neuropathie im N. facialis. Querschnitt
durch mehrere Nervenfaserbiindel. Neben intakten Faserbindeln
solche mit unterschiedlich ausgeprégtem Verlust von Nervenfasern
(Nervenfasern braun). Immunhistochemischer Nachweis (ABC-
Methode) von Neurofilamenten, Balken = 200 um (Fall 3)
Degenerative neuropathy in the N. facialis. Transverse section of
several nerve fiber bundles. Besides intact fiber bundles such with a
more or less intense loss of nerve fibers (nerve fibers brown). Immun-
histochemical demonstration (ABC method) of neurofilament. Bar =
200 um. (Case 3)

bis zu den Augen und Kopfschlagen beobachtet. Das Pferd
verliefl immer wieder fluchtartig die Weide und flichtete in die
Dunkelheit. Es trat auf der linken Seite des Kopfes eine Léh-
mung mit Muskelschwund auf. Darauthin wurde die Stute aus
tierschitzerischen Grinden im Januar 1996 euthanasiert. Die
Sektion erfolgte an der Tierkdrperbeseitigungsanstalt Fritzlar.
Alle weiteren Untersuchungen wurden im Institut fir Veterinér-
Pathologie der JLU Gielen durchgefihrt. Pathologisch-ana-
tomisch zeigten die Augen eine herdférmige chronische Kera-
titis im Limbusbereich. Die Ubrigen Organe waren ohne
besonderen Befund.

Histopathologisch waren im Gehirn lediglich einzelne Sphé-
roide im Nucleus cuneatus nachzuweisen. Das Ubrige Gehirn
sowie Refina und Uvea waren ohne besonderen Befund. Es
zeigte sich eine chronische herdférmige Keratitis. Die Trige-
minusganglien wiesen geringgradige, herdférmige, gemischt-
zellige Infilirate mit Beteiligung von vereinzelten neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten auf. AuBerdem fand sich eine
Degeneration von Nervenfasern mit Ansammlung von Myelo-

S. Herzog et al.

Abb 3 b Nervenfaserbindel mit vollstindigem Faserverlust und
interstitieller Fibrose. Trichromférbung nach Goldner (Bindegewebe
grin). Balken = 100 um (Fall 3).

Bundles with complete loss of nerve fibers and interstitial fibrosis.
Trichrom-Goldner. Bar = 100 um. (Case 3).

Abb 3 ¢ Intaktes Nervenfaserbindel mit erhaltenen Markscheiden
(rof). Trichromférbung nach Goldner. Balken = 100 um (Fall 3).
Bundle with intact fibers and myelin sheaths (red). Trichrom-Goldner.
Bar = 100 um (Case 3).

phagen. Im Nervus facialis lag beidseitig eine massive chro-
nische degenerative Neuropathie mit Verlust zahlreicher Ner-
venfasern, herdférmiger Ansammlung von Myelophagen und
interstitieller Fibrose vor. Die immunhistologischen, virologi-
schen und serologischen Befunde kénnen der Tabelle 3 ent-
nommen werden.

Tab 3 Fall 3 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem-Untersuchungen.
Case 3 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 3:

Warmblutstute 16 Jahre (1996)

virologische Anamnese intra vitam

BDV-Antikérper im Plasma: negativ

BDV-Antigen in Leukozyten: positiv
Bewertung: aktivierte Bornavirus-Infektion

Ergebnisse post mortem
pathologisch-anatomisch

histologisch

Augen: herdférmige chronische Keratitis im Limbusbereich; Organe o.b.B.

chronische Keratitis; Trigeminusganglionitis; chronische degenerative Neuropathie des N. facialis;

Gehimn: keine entzindlichen Verdnderungen

immunhistologisch
BDV-Virologie
PCR negativ (Organe s.o.)
BDV-Serologie
Diagnose
Atiologie

BDV-Antigen im Gehirn nicht nachweisbar

Immunoblot negativ (Gehirn, Retina, Trdnendrise, Parotis)

BDV-Antikérper im Serum und Liquor nichnachweisbar

Trigeminusganglionitis und chronische degenerative Neuropathie des N. facialis unklarer
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Tab 4 Fall 4 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem-Untersuchungen.
Case 4 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 4: Haflinger-Stute 11 Jahre (1997)

virologische Anamnese intra vitam

BDV-Antikérper im Plasma: negativ

BDV-Antigen in Leukozyten: positiv
Bewertung: aktivierte Bornavirus-Infektion

Ergebnisse post mortem
pathologisch-anatomisch

histologisch

R&tung von Pharynx- und Luftsackschleimhaut

ZNS o0.b.B., N. lingualis: nicht eitrige Neuritis; Gaumensegel und Luftsackwand: Hyperplasie des

lymphatischen Gewebes; herdférmige chronische eitrige Entzindung an Eintrittsstelle des N. opficus;

Gehimn: keine entzindlichen Verdnderungen

immunhistologisch

BDV-Virologie
Immunoblot negativ (s.0.)
PCR negativ (s.o.)

BDV-Serologie

Diagnose

BDV-Antigen im Gehirn nicht nachweisbar

Virusisolierung negativ (Gehirn, Retina, Parotis)

serologische Untersuchung wurde nicht durchgefihrt

Ursache der Bewegungsstérungen unklar

Fall 4

Eine 11-jéhrige Haflinger-Stute aus Hessen hatte Gber
Monate hinweg immer wieder Fieberschibe und zeigte
Bewegungsstérungen. Aus tierschitzerischen Griinden wur-
de das Tier euthanasiert. Die pathologisch-anatomischen
und histologischen Untersuchungen erfolgten am Staatlichen
Medizinal-, Lebensmittel- und Veterindruntersuchungsamt-
Mittelhessen in GieBen. Fir die eigenen Untersuchungen
lagen nur Teile des Gehirns sowie ein Auge und Teile der
Parotis vor.

Pathologisch-anatomisch war eine starke Rétung von Pha-
rynx- und Luftsackschleimhaut mit Hyperplasie der Lymph-
kndtchen nachweisbar. Histologisch waren verschiedene
Stammbhirn-, Grof3- und Kleinhirnlokalisationen und das
Ammonshorn, die Trigeminusganglien und die Hypophyse
ohne besonderen Befund. Der Nervus lingualis wies multiple
herdférmige, vorwiegend mononukledre, entzindliche Infil-
trate auf. Gaumensegel und Luftsackwand zeigten eine aus-
geprdgte Hyperplasie des lymphatischen Gewebes. In der
Schleimhaut der Luftsackwand waren multiple hyperplastische
Lymphknétchen nachweisbar. Das Auge im Bereich der Ein-
trittsstelle des Nervus opticus zeigte herdférmige, gemischt-

zellige im retroorbitalen Fettgewebe. Der Nervus opticus und
der Augenhintergrund waren ohne besonderen Befund. Die
Ursache der Bewegungsstérungen konnte nicht geklért wer-
den. Die immunbhistologischen, virologischen und serologi-
schen Befunde kénnen der Tabelle 4 entnommen werden.

Fall 5

Eine 10-jghrige Quarterhorse-Stute aus Baden-Wirttemberg
zeigte im Juli 2005, vier Wochen bevor sie verstarb, massiven
Gewichtsverlust und eine Schwéche in der Hinterhand. Eine
Woche zuvor traten Fieberschibe und eine rezidivierende
Koliksymptomatik ohne Rektalbefund auf. Vier Tage vor Exitus
waren zunehmend Odeme an Hinterhand und Unterbauch zu
beobachten. Es trat ein zunehmender Abdominalumfang auf,
der auf eine Flussigkeitsansammlung im Abdomen und auch
Thorax (vermehrtes Husten) hinwies. AuBerdem waren mehre-
re Plerde in diesem Bestand mit &hnlicher Symptomatik
erkrankt. Die Sektion der Stute wurde im Institut fir Veterinér-
Pathologie der JLU in GieBen durchgefihrt.

Pathologisch-anatomisch fanden sich hochgradige Unter-
hautédeme im Bereich der HintergliedmafBien und am Unter-

Tab 5 Fall 5 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem- Untersuchungen.
Case 5 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 5: Quarterhorse-Stute 10 Jahre (2005)

virologische Anamnese intra vitam

BDV-Antikérper im Plasma: positiv

BDV-Antigen im Plasma: positiv

BDV-CIC im Plasma: positiv

Bewertung: floride Bornavirus-Infektion

Ergebnisse post mortem

pathologisch-anatomisch

Gehirn, Rickenmark: o0.b.B., hochgradige Unterhautédeme im Bereich Hintergliedmaf3en und Unterbauch;

hochgradiges Odem der Darmwand; fibrinés-eitrige Peritonitis, eitrig nekrofisierende Kolitis

histologisch
immunhistologisch

BDV-Virologie
PCR negativ (Organe s.o.)
BDV-Serologie

Diagnose

770

Gehirn: keine entzindlichen Verdnderungen
BDV-Antigen im Gehirn nicht nachweisbar

Immunoblot negativ (Gehirn, Retina, Leber, Milz, Niere, Lunge, Darm)

BDV-Antikérper im Serum und Liquor nicht nachweisbar

hochgradige eitrig-nekrotisierende Kolitis mit Peritonitis verursacht durch Salmonellen-Infektion
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leib. Im Abdomen lag eine hochgradige fibrinés-eitrige exsu-
dative Peritonitis mit einem Erguss (40 ) vor. In der rechten
dorsalen Kolonlage fand sich auf einer Lénge von circa 40
cm eine zirkulér verlaufende Nekrose der Schleimhaut. Alle
weiteren Kolonabschnitte zeigten ein hochgradiges Odem
der Darmwand. Im Magen fanden sich multiple akute
Schleimhautulzera in der Pars glandularis. Die Mesenterial-
lymphknoten stellten sich deutlich vergréBert dar. Im Herzen
fanden sich zahlreiche subepikardiale Blutungen. Die Ober-
schenkelmuskulatur der rechten HintergliedmafBe wies eine
herdférmige Blutung mit Verkalkung auf. Makroskopisch war
das ZNS ohne besonderen Befund.

Pathologisch-histologisch fand sich in der rechten dorsalen
Kolonlage eine hochgradige Schleimhautnekrose mit eitriger
Entzindung. In einer Lokalisation war ein dlterer in Organi-
sation befindlicher und rekanalisierter Thrombus in einer sub-
mukdsen Arterie mit zahlreichen hdmosiderinhaltigen Makro-
phagen zu sehen. Daneben fanden sich vereinzelte Lymphge-
faBthromben in der Submukosa. Weiterhin fand sich eine sub-
akute fibrinés-eitrige Peritonitis. Die Oberschenkelmuskulatur
zeigte frische Blutungen und eine beginnende Abréumreak-
tion. Gehirn, Ruckenmark, Vagusganglien und Ganglion
coeliacum waren bis auf beginnende postmortale Verénde-
rungen ebenfalls ohne besonderen Befund, insbesondere
fanden sich keine entzindlichen Verénderungen. Die Erkran-
kungs- und Todesursache lag somit in einer hochgradigen
eitrig-nekrotisierenden Kolitis mit anschlieBender Peritonitis
verursacht durch eine Salmonellen-Infektion (Salmonella sp.
Gr. C), die durch eine bakteriologische Untersuchung nach-
gewiesen wurde. Die immunhistologischen, virologischen und
serologischen Befunde kénnen der Tabelle 5 entnommen
werden.

Fall 6

Bei einer 16-jahrigen Stute aus Niedersachsen trat Gber 10
Tage hinweg immer wieder Fieber auf. Die Stute war apa-
thisch, zeigte Koordinationsstérungen, hatte einen atakti-
schen Gang und einen reduzierten Schluckreflex. Das Tier
nahm kaum Futter und wenig Wasser auf, wirkte wie sediert
und knirschte mit den Zéhnen. Nach sieben Tagen fingen die
Augen der Stute an zu trénen und eiterten. Trotz Verabrei-
chung von Antibiotika trat keine Besserung ein. Aufgrund des
Nachweises von BDV-CIC (Bode et al. 2001) wurde die Stu-

te ab dem dritten Krankheitstag Uber sieben Tage mit Aman-
tadinsulfat behandelt. Am ersten Behandlungstag betrug die
orale Tagesdosis 800 mg Amantadinsulfat, vom zweiten bis
zum siebten Tag 1000 mg. Da keine Besserung eintrat, mus-
ste das Tier nach 11 Tagen aus tierschitzerischen Grinden
euthanasiert werden.

Nur der Kopf der Stute kam zur Sektion zum Veteringrinstitut
des Niedersdchsischen Landesamtes fir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit in Hannover. Fir unsere Untersu-
chungen erhielten wir lediglich Teile des Gehirns sowie ein
Auge. Im Gehirn konnten histologisch weder entziindliche
noch aufféllige degenerative Verdnderungen festgestellt wer-
den. Die Ursache der neurologischen Stérungen konnte nicht
geklart werden. Die immunhistologischen, virologischen und
serologischen Befunde kénnen der Tabelle 6 entnommen
werden.

Diskussion

Als typisches Krankheitsbild der BD beim Pferd wurde in der
Literatur das gleichzeitige oder zeitlich versetzte Auftreten von
Symptomen hinsichtlich Psyche, Sensorium, Sensibilitdt, Moti-
litét und Vegetativum oftmals und ausfihrlich beschrieben
(Zwick 1939, Schmidt 1952, Dirrwald 1993, Grabner et al.
2002, Richt et al. 2007). Die multifokale Verteilung der
mononukledren Infiltrate (perivaskukar, parenchymal, lepto-
meningeal) im ZNS, vorwiegend in der grauen Substanz,
resultiert in einer Variabilitat der Auspragung. Bei natirlicher
BDV-Infektion verlauft die Krankheit Gberwiegend als akute
bis subakute, nicht eitrige Meningoenzephalitis (Joest 1937,
Bilzer et al. 1996). Bei weniger schwerem Krankheitsverlauf
kénnen die klinischen Zeichen abklingen (Spontanheilungen).
In einem geringen Teil der Félle kann die BD einen chroni-
schen Verlauf nehmen, der teilweise rekurrierend ist (Richt et
al. 2000).

Die akute BDV-Infektion kann intra vitam durch den Nachweis
von Antikérpern in Serum und CSF, durch eine Serokonver-
sion oder einen Titeranstieg Uber drei bis vier Titerstufen
mittels indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden
(Herzog et al. 1994). Ausnahmen sind perakute Krankheits-
verldufe und BD-Félle nach Vorbehandlung mit Kortikostero-
iden. In diesen Féllen kann der Antikérpernachweis in Serum
und/oder CSF negativ ausfallen (Grabner et al. 2002). Post

Tab 6 Fall 6 - Zusammenfassung der Ergebnisse der Intra-vitam- und Post-mortem- Untersuchungen.
Case 6 - Summary of the results of the antemortem and postmortem investigations.

Fall 6: Stute 16 Jahre (2007)

virologische Anamnese intra vitam BDV-CIC-Test: positiv

Bewertung: Bornavirus-Infektion mit Virusaktivierung

Ergebnisse Post mortem
pathologisch-anatomisch Gehirn o0.b.B.
histologisch

immunhistologisch

BDV-Virologie
PCR negativ (s.0.)
BDV-Serologie

Diagnose

772

Gehirn: keine entzindlichen Verdnderungen
BDV-Antigen im Gehirn nicht nachweisbar

Immunoblot negativ (Gehirn, Retina)

serologische Untersuchung wurde nicht durchgefihrt

Ursache der neurologischen Stérungen unklar
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mortem ldsst sich die klinische Diagnose durch den histologi-
schen Nachweis einer nicht eitrigen Meningoenzephalitis und
den BDV-Nachweis mittels immunhistologischer und virologi-
scher Methoden (Virusisolierung, Immunoblot, PCR) bestti-
gen (Bilzer et al. 1996, Herden et al. 1999). Jedoch konnte
in den peripheren mononukledren Zellen im Blut (PBMCs) bei
akut an BD erkrankten Pferden (n=27) in keinem Fall BDV
mittels PCR nachgewiesen werden (Grabner et al. 2002).
Zusammenfassend l@sst sich sagen, dass nach allen bisheri-
gen Untersuchuchungen in der akuten Phase der Bornaschen
Krankheit beim Pferd immer Virus im Gehirn nachweisbar ist.

Dagegen sind bei einer inapparenten BDV-Infektion, die eine
Pravalenz von ungeféhr 10% in Deutschland aufweist (Lange
et al. 1987), Antikérper gegen BDV ausschlieBlich im Serum,
iedoch nie in der CSF nachweisbar. Auch lésst sich kein BDV
aus dem Gehirn isolieren. Das bestétigen Post-mortem-Unter-
suchungen bei BDV-seropositiven Pferden mit neurologischen
Symptomen, die nicht durch eine BDV-Infektion hervorgerufen
worden waren. Bei diesen Tieren konnte weder mit immunhi-
stologischen noch mit virologischen Methoden infektiéses
BDV, BDV-Antigen oder BDV-RNA im Gehirn nachgewiesen
werden (n=25, Herden et al. 1999). Auch in den PBMCs von
Pferden mit inapparenter BDV-Infektion (n=53) konnte mittels
PCR kein BDV nachgewiesen werden (Grabner et al. 2002).

In der vorliegenden Studie untersuchten wir sechs Pferde, die
anamnestisch neurologische Stérungen aufgewiesen hatten
und deren Blutproben an anderer Stelle (Bode et al. 2001)
mittels eines ELISA-Verfahrens untersucht worden waren. Der
Nachweis von Bornavirus-Antigen in den Leukozyten oder im
Plasma, von Bornavirus-Antikérpern im Plasma oder zirkulie-
renden Immunkomplexen im Plasma (s. Tabellen) fihrte in
diesen Féllen zu der Diagnose ,aktivierte Bornavirus-Infek-
tion”. Alle Pferde wurden aus fierschitzerischen Griinden
euthanasiert. Aus Grinden der Meldepflicht ist zur Bestdti-
gung der Diagnose ,Bornasche Krankheit” eine Post-mortem-
Untersuchung unerlésslich.

In keinem der 6 Félle gab es histopathologisch und immun-
histologisch Hinweise auf eine BDV-Infektion im Gehirn. Ins-
besondere fanden sich keine entzindlichen Verédnderungen,
die bei der akuten Bornaschen Krankheit stets vorhanden sind
(Bilzer et al. 1996, Herden et al. 1999). Dies veranlasste uns
zu weiteren virologischen Untersuchungen von Gehirn und
Organen (s. Tabellen) mittels Virusisolierung, Immunoblot
und nested RT-PCR. Auch mit diesen Methoden, die routine-
méfBig in der Diagnostik eingesetzt werden, war kein BDV
nachweisbar.

In drei Fallen (Fall 1-3) fanden sich als Ursache der klini-
schen, neurologischen Symptome anderweitige Verénderun-
gen im ZNS. Im Fall 1 einer 1-jghrigen Haflinger-Stute lag
anamnestisch ein BDV-Antikérpertiter von 1:80 im Serum vor.
Dieser serologische Befund und die Ergebnisse der immunhi-
stologischen und virologischen Untersuchungen des Gehirns
lassen auf eine inapparente BDV-Infektion schliefen, die nicht
in Zusammenhang mit dem post mortem festgestellten Krank-
heitsbild steht. Die histopathologischen Befunde einer neuro-
axonalen Dystrophie im Nucleus cuneatus des Stammhirns
und im Rickenmark sind typisch fir die Equine degenerative
Myeloenzephalopathie, die familigrer Genese ist (Beech und
Haskins 1987). Dabei wird in der Literatur auf einen
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Zusammenhang der neuroaxonalen Dystrophie mit einer
Vitamin-E-/Selen-Mangelsituation oder einer Vitamin-E-Utili-
sationsstérung hingewiesen (Baumgdrtner et al. 1990, Cum-
mings et al. 1995).

Im Fall 2 des 1,5-jéhrigen Hengstes wurde histopathologisch
eine massive mononukledre, vorwiegend aus T-Lymphozyten
bestehende Infiliration der Leptomeninx der Medulla oblon-
gata und des Halsmarkes festgestellt. Es konnte nicht sicher
entschieden werden, ob es sich hierbei um entzindliche Ver-
dnderungen oder um ein meningeales Lymphom handelte,
zumal weitere Hinweise auf eine leukotische Erkrankung fehl-
ten. Mit der Diagnose ,Bornasche Krankheit” sind die Verdin-
derungen aber nicht vereinbar, da keine zusétzliche Enzepha-
litis vorlag und isolierte Leptomeningitiden bei der BD des
Pferdes nicht bekannt sind.

Im Fall 3 der Stute mit vorberichtlich Gber 7 Monate beob-
achtetem Juckreiz und Aufscheuern im Kopfbereich und
andauerndem Kopfschlagen fanden sich histopathologisch
eine Trigeminusganglionitis und eine chronische Neuropathie
des N. facialis. Dieses Krankheitsbild wird im Zusammenhang
mit einem meist idiopathischen Headshaking-Syndroms gese-
hen, jedoch liegen neuropathologische Befunde dazu nicht
vor (Newton et al. 2000). Bei der Polyneuritis equi (Neuritis
caudae equinae) kann es auch zu einer Beteiligung des N.
facialis kommen, doch kann diese Erkrankung nicht zuletzt
wegen des Fehlens nennenswerter entziindlicher Verénderun-
gen weitgehend ausgeschlossen werden (Dahme et al.
2007). Bei der BD des Pferdes sind degenerative Neuropa-
thien nicht bekannt.

Im Fall 4 einer Haflinger-Stute wurden Gber Monate hinweg
Fieberschibe und Bewegungsstérungen festgestellt, deren
Ursache bei der Sekfion nicht nachgewiesen werden konnte.
Ob die nicht eitrige Neuritis des N. lingualis und die chroni-
sche eitrige Entzindung an der Eintrittsstelle des N. opticus
mit der vorberichtlich geschilderten Bewegungsstérungen in
Zusammenhang stehen, muss offen bleiben.

Im Fall 5 einer 10-jéhrigen Quarterhorse-Stute lag eine
schwere Allgemeinerkrankung mit hochgradiger eitrig-nekro-
tisierender Kolitis und Peritonitis vor, verursacht durch eine
Salmonellen-Infektion.

Im Fall 6 einer 16-jahrigen Stute wurden anamnestisch rekur-
rierendes Fieber, Koordinationsstérungen, ataktischer Gang
und reduzierter Schluckreflex beschrieben. Da keine vollstén-
dige Sektion durchgefihrt wurde, war in diesem Fall eine Aus-
sage Uber die Krankheitsursache nicht méglich. Aufgrund des
negativen histopathologischen Hirbefundes konnte aber das
Vorliegen einer entzindlichen Erkrankung im ZNS ausge-
schlossen werden.

Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass die Post-mortem-
Untersuchungen der sechs Félle mittels histologischer,
immunhistologischer und virologischer Methoden keine Hin-
weise auf eine BDV-Infektion erbrachten. Widersprichliche
Ergebnisse gab es bei der Intra-vitam-Diagnostik beim Nach-
weis von Antikérpern gegen BDV. Im Fall 1 konnten wir BDV-
spezifische Antikérper nachweisen, die jedoch an anderer
Stelle (Bode et al. 2001) nicht bestimmt werden konnten. In
den Féllen 2 und 5 war der Nachweis von Antikérpern mittels
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Enzymimmunoassay positiv, mittels des indirekten Immunfluo-
reszenztests negativ. In Fall 3 stimmten die Ergebnisse der
serologischen Untersuchungen Uberein. In den Féllen 4 und
6 lag uns kein Material fir eine serologische Untersuchung
vor. Zum Nachweis von Antikérpern gegen das BDV setzen
wir den indirekten Immunfluoreszenztest ein, der nach 1SO
17025 akkreditiert ist. Die Sensitivitét der indirekten Immun-
fluoreszenz liegt bei ungeféhr 90%. Der Anteil falsch negati-
ver Ergebnisse ist hauptsachlich auf perakute Krankheitsver-
léufe und auf Félle mit einer Vorbehandlung mit Kortikostero-
iden zuriickzufihren. Die Sensitivitdt des BDV-Triple-Enzymim-
munoassays (basierend auf einem Double-Sandwich-Prinzip)
wurde bisher in keiner Publikation aufgezeigt.

Zum Nachweis von Antigen in den PBMCs und im Plasma
wurde ebenfalls der BDV-Triple-Enzymimmunoassay eingesetzt.
Die Uberprifung der Zuverldssigkeit dieser Methode mit einer
Immunaffinitétschromatographie zum Nachweis von BDV-Anti-
gen und mit der hoch sensitiven real-time RT-PCR zum Nach-
weis von BDV-RNA durch Wolff et al. (2006) brachte keine
Bestatigung der Ergebnisse mittels Triple-Enzymimmunoassay.
Auch bei unseren Untersuchungen von PBMCs von Pferden
mit akuter BD mittels nested RT-PCR konnte kein BDV nachge-
wiesen werden. Post mortem war mittels Immunhistologie und
mit verschiedenen virologischen Methoden bei diesen Pferden
BDV im Gehirn nachweisbar (n=27, Grabner et al. 2002).

Die vorliegenden Untersuchungen der 6 Fdlle zeigen, dass
die in intra vitam gestellte Diagnose mittels BDV-Triple-En-
zymimmunoassay post mortem nicht bestétigt werden konnte.
Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Intra-vitam-
Untersuchungen von Serum und CSF mittels indirektem
Immunfluoreszenztest, die durch den Post-mortem-Nachweis
der BDV-Infektion beim Pferd bestétgt werden. Vorbehaltlich
des Ergebnisses einer notwendigen vergleichenden Validitéts-
studie kann der BDV-Triple-Enzymimmunoassay nach den vor-
stehenden Befunden nicht als geeignete Methode zur Intra-
vitam-Diagnostik der Bornaschen Krankheit des Pferdes
angesehen werden.
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