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|I. EINLEITUNG

Seit Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts ist bei Psittaziden eine tédlich
verlaufende, chronisch auszehrende Krankheit beschrieben, die sich durch eine
Erweiterung des Driisenmagens, Anorexie, Lethargie, Depression, Dysphagie,
Regurgitation, unverdaute Korner im Kot, Kachexie, Kropfstase, Ataxie und
zentralnervose Ausfalle in unterschiedlichsten Auspréagungen darstellt (Mannl et
al. 1986; Bond et al. 1993; Berhane et al. 2001). Hierbei handelt es sich um die
Neuropathische Driisenmagendilatation oder auch Proventricular Dilatation
Disease (PDD), die bei Papageienvdgeln weltweit verbreitet ist.

Bislang konnte diese Erkrankung bei mehr als 80 Papageienspezies (Kakadus,
Aras, Graupapageien, Amazonen u.a.) beobachtet werden. Ahnliche
Krankheitsbilder wurden aber auch z.B. bei Wanderfalken, Finkenartigen,
Kanarienvogeln, Schmuckvdgeln oder Kanadagansen beschrieben (Daoust et al.
1991; Gregory et al. 1997b; Lublin et al. 2006; Doneley et al. 2007). Sehr schnell
vermutete man aufgrund histopathologischer und epidemiologischer Erkenntnisse
(Woerpel und Rosskopf 1984; Graham 1991) ein Virus als Ursache.

Im Jahre 2008 gelang es schlieBlich zwei Arbeitsgruppen unabhéangig
voneinander, in Zusammenhang mit PDD ein neues Virus zu beschreiben, das
aufgrund seiner Merkmale der Familie der Bornaviridae zugeordnet wurde
(Honkavouri et al. 2008; Kistler et al. 2008). Dieses Virus, als avidres Bornavirus
bezeichnet, wird mittlerweile als Erreger der PDD angesehen.

Derzeit sind die Kenntnisse Uber diese weitverbreitete Erkrankung, die bei den
betroffenen Vdgeln stets todlich endet, insbesondere hinsichtlich der avidren
Bornaviren sehr liickenhaft. Daher ist es unabdingbar, weitere detaillierte
Erkenntnisse bezlglich dieser neuen Erreger zu gewinnen. Ein geeignetes
Tiermodell fehlt derzeit aber noch.

Die Japanische Wachtel wurde bereits fiir andere virusbedingte Erkrankungen als
Modelltier herangezogen (Jeong et al. 2009; Poynter et al. 2009; Giannecchini et
al. 2010; Wakenell et al. 2010). Ihre Vorziuge in Zucht und Haltung bestehen vor
allem im geringen Platzbedarf und Futterverbrauch, der relativ kurzen Brutdauer,
dem friihen Eintritt der Legereife sowie ihrer bis zum etwa achten Lebensmonat
konstant hohen Legeleistung (Kiwitt 2006; Bernhardt und Kihne 2007; Kdéhler
2007; Huss et al. 2008). Die genannten Eigenschaften préadestinieren die Wachtel
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als Versuchstier bei experimenteller Fragestellung.

Bei Untersuchungen zur in vitro-Kultivierung von avidren Bornaviren zeigte sich,
dass Fibroblastenzellen der Japanischen Wachtel, und zwar die Zelllinie CEC-32,
hervorragend zu Anzucht und weiteren Studienzwecken geeignet sind (Rinder et
al. 2009). Daher lag es nahe, zu untersuchen, ob die Wachtel auch in vivo, also als
Tiermodell fur eine Infektion mit avidren Bornaviren und fur PDD herangezogen
werden kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob und inwieweit die
Wachtel fir ABV empfanglich ist. Dazu sollten Japanische Wachteln mit einem in
Zellkultur vermehrten ABV-Stamm infiziert und anschlieBend Klinisch sowie

mittels rRT-PCR, ELISA und Immunhistochemie untersucht werden.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Neuropathische Drisenmagendilatation

Bei der Neuropathischen Drisenmagendilatation handelt es sich um eine
chronisch verlaufende Krankheit des Magendarmtraktes und ZNS, die bereits seit
den spaten 70er Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt ist und erstmals Anfang der
80er Jahre in Fachkreisen veroffentlicht wurde (Ridgway und Gallerstein 1983;
Clark 1984; Turner 1984; Woerpel und Rosskopf 1984). Anfangliche
Beobachtungen lielen vermuten, dass hauptséchlich Aras betroffen sind und
fuhrten zu der Bezeichnung ,macaw wasting disease” (Gerlach 1986; Phalen
1997). Heute gebrdauchliche Synonyme sind PDD - Proventricular Dilatation
Disease im englischsprachigen Raum sowie neuropathische (Drisen-)
Magendilatation, die die Nervenbeteiligung und das Kardinalsymptom des
dilatierten Drisenmagens als Kennzeichen dieser Krankheit in den Vordergrund
stellen (Mannl et al. 1986; Phalen 1997; Gylstorff und Grimm 1998). Bis heute
sind ber 80 Psittazidenarten als betroffen bekannt (Doolen, 1994; Gregory et al.
1994, 1995, 1997b) u.a. Kakadus (Cacatua spp.), Graupapageien (Psittacus
erithacus), Aras (Ara spp.) und Amazonen (Amazonas spp.). Auch bei anderen
Vogelgruppen (Finken, Schmuckvdgel, Tangaren, Loffler, Spechte, Greifvigel
u.w.) konnte dieses Krankheitshbild beobachtet werden (Daoust et al. 1991;
Gregory et al. 2000; Perpinan 2007; Weissenbock et al. 2009a). Eine weltweite
Verbreitung der PDD ist dokumentiert (Gregory et al. 1997D).

Nach heutigen Erkenntnissen hat dieses Krankheitsbild stets einen letalen
Ausgang und stellt die hiufigste Magendarmerkrankung bei Papageienvdgeln dar,
wie Reavill und Schmidt (2007) in einer Sektionsstudie an tber 1400 Tierkorpern
nachweisen konnten. Seit Jahren suchte man intensiv nach neuen v.a.
atiologischen Erkenntnissen (Gregory et al. 1997a; Rossi et al. 2008), um diese
fir Klein- und Grof3bestdnde in der Zucht- und Hobbyhaltung und auch flr
Wildpopulationen bedrohliche Infektion einzuddmmen. Im Jahre 2008 gelang es
schlieBlich zwei unabhangigen Forschungsgruppen (Honkavouri et al. 2008;
Kistler et al. 2008) bei Papageien, die an PDD erkrankt waren, ein bis dahin
unbekanntes Virus, das avidre Bornavirus, nachzuweisen. Diese Neuentdeckung

ist wegweisend fir die zukinftige Forschung auf diesem Gebiet, von der man sich
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zuverlassige non-invasive Diagnostikverfahren und die Entwicklung fundierter

Therapie- und Prophylaxekonzepte erwartet.

1.1 Atiologie

Seit den ersten Beschreibungen der PDD wurde angenommen, dass an der
Pathogenese ein Virus mit Einfluss auf und Affinitdt zum Nervengewebe Anteil
hat. Eine in histologischen Untersuchungen nachgewiesene non-purulente
Polyneuritis und die Tatsache, dass innerhalb eines Bestandes in wenigen
Monaten mehrere Tiere seuchenhaft erkrankten (Woerpel und Rosskopf 1984;
Graham 1991), gaben bereits frih atiologische Hinweise fir eine infektidse
Ursache. In der Vergangenheit wurden verschiedenste Viren als kausales Agens
vermutet und eine mdogliche Beteiligung untersucht, u.a. das Eastern Equine
Encephalomyelitis Virus (Gaskin et al. 1991, 1992; Ritchie 1995; Gregory et al.
1996b), aviare Picorna-, Herpes- oder Polyomaviren (Hughes 1984; Woerpel und
Rosskopf 1984). Diese Vermutungen konnten jedoch nicht bestétigt werden.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen von klinischem Material an PDD
erkrankter Vogel resultierten im Nachweis pleomorpher Viruspartikel, die
morphologische Ahnlichkeit mit Paramyxo-, Entero-, Corona- und Reoviren
aufwiesen, aber nicht genauer klassifiziert werden konnten (Gregory et al. 1996c,
2000). Bei Virusanzuchtversuchen in Zellkultur und Kot betroffener Tiere wurden
mittels elektronenmikroskopischer Betrachtung virusartige behillte Partikel
festgestellt, die aber nicht naher differenziert werden konnten (Harcourt-Brown
und Gough 1997).

Mannl et al. (1986) konnten in Ganglion- und Plexusgewebe von an PDD
erkrankten Kakadus intranukleére und intrazytoplasmatische
Einschlusskorperchen, wie sie auch bei avidrem Paramyxovirus Typ 1
vorkommen (Granzow et al. 1999), nachweisen und vermuteten einen
urséchlichen Zusammenhang. In einer Reihe weiterer Studien wurde diese
Hypothese der Paramyxoviren als Erreger der PDD verfolgt. (Mannl et al. 1986;
Grund et al. 1998, 1999, 2002, 2007; Grund 2004). So wurden avidre
Paramyxoviren bei Papageien isoliert, die an PDD erkrankt waren. Aus dem
Rickenmark dieser Voégel wurden postmortal Viren gewonnen, die sich

elektronenmikroskopisch als den Paramyxoviren dhnlich erwiesen. Die Partikel



1. Literaturibersicht 7

waren pleomorph, behillt und hatten einen Durchmesser von 90-140nm. Bei
sechs von 32 Organproben konnte PMV Serotyp 1 isoliert werden. Dabei handelte
es sich um schwach virulente Varianten des Impfstammes B 1. Eine okulonasale
Infektion mit PMV-1 Isolaten und eine peritoneale Reinfektion an zwei
Graupapageien hatte jedoch keine PDD zur Folge (Grund 1998, 2002; Ritter
2007).

Eine virale Infektion im Zusammenhang mit der PDD wurde auch von Gregory et
al. (1996¢, 1997a, 2000) als wahrscheinlich angenommen, da eine Ubertragung
mit Homogenisaten aus Kropf, Driisenmagen, Muskelmagen und Gehirn von an
PDD erkrankten Voégeln erfolgreich war. Aus diesen Homogenaten konnten
zudem virusahnliche Partikel isoliert werden (Gregory et al. 2000).

Als mogliche Ursache fir die Auspragung der Erkrankung wurden auch
immunpathologische Prozesse diskutiert, zum Beispiel eine Antikdrperbildung
gegen korpereigene Ganglioside (Rossi et al. 2008).

Im Jahre 2008 gelang es Honkavuori et al. (2008) und Kistler et al. (2008)
unabhangig voneinander, ein bis dato unbekanntes Virus in betroffenen Papageien
in USA und Israel nachzuweisen. Dieses Virus zeigte groRe Ahnlichkeit mit dem
Borna Disease Virus und wurde als avidres Bornavirus bezeichnet (Kistler et al.
2008). Auf Basis dieser Erkenntnisse konnte auch in Mitteleuropa eine
Assoziation zwischen der PDD und den neu entdeckten avidren Bornaviren
beschrieben werden (Rinder et al. 2009). Zahlreiche Nachweise von ABV mittels
Immunhistochemie (Ouyang et al. 2009), Serologie (De Kloet und Dorrestein
2009; Adrian et al. 2010) und RT-PCR (Honkavuori et al. 2008; Kistler et al.
2008; De Kloet und Dorrestein 2009; Enderlein et al. 2009; Rinder et al. 2009)
sowie seit kurzem auch Infektionsversuche (Gancz et al. 2009a; Gray et al. 2009;
Gray et al. 2010; Piepenbring et al. 2011) belegen nachhaltig einen kausalen

Zusammenhang zwischen diesem Virus und der PDD.

1.1.1  Aviares Bornavirus

Das avidre Bornavirus ist der Familie der Bornaviridae und der Ordnung der
Mononegavirales zuzuordnen. Es handelt sich um ein behiilltes einzelstrangiges
RNA-Virus mit einer negativen Genomorientierung, das eine nahe

Verwandtschaft zu dem bei Saugetieren vorkommenden Borna Disease Virus
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aufweist. Bei der Sequenzierung partieller Gensequenzen verschiedener ABV-
Stamme wurde eine Sequenzhomologie von ca. 65% im Vergleich zu BDV
ermittelt (Honkavuori et al. 2008; Kistler et al. 2008). Den Bornaviren gemeinsam
ist, dass sie sechs Proteine besitzen, die mit N, X, P, M, G und L bezeichnet
wurden. Das N-Protein (Nukleoprotein) ist ein Tetramer, um den die Virus-RNA
gewickelt ist. Bei der viralen Replikation wird das N-Protein im Zytoplasma der
Zelle synthetisiert, es ist an Transkriptions- und Replikationsprozessen beteiligt
(Schwemmle und Lipkin 2004).

Avidare Bornaviren zeigen eine grofle genetische Heterogenitat. In
phylogenetischen Untersuchungen wurden bei Papageienvogeln bisher sechs
Genotypen voneinander abgegrenzt (Honkavuori et al. 2008; Kistler et al. 2008;
Rinder et al. 2009; Weissenbock et al. 2009a; Staheli et al. 2010; Rinder et al.
2010b; Delnatte et al. 2011). Die Genotypen 2 und 4 wurden bisher in
Mitteleuropa am haufigsten nachgewiesen (Kistler et al. 2009; Rinder et al. 2009;
Weissenbock et al. 2009a). Weissenbdck et al. (2009b) konnten zudem erstmals
ABV Genotyp 7 in einem Kanarienvogel nachweisen. Pathogenetische
Unterschiede zwischen diesen Genotypen sind bis jetzt unbekannt. Delnatte et al.
(2011) wiesen vor Kurzem einen weiteren Genotyp bei Kanadagansen und
Trompeterschwénen nach, die neuropathologische Veranderungen gezeigt hatten.
Im Vergleich zum bei S&ugern vorkommenden Borna Disease Virus, das sich
streng neurotrop zeigt, wurde bei avidren Bornaviren ein ausgepréagter breiter
Gewebstropismus sowohl in neuronalen als auch nicht neuronalen Zellstrukturen
beobachtet (Rinder et al. 2009). Antigen und RNA des avidren Bornavirus wurden
bei betroffenen Psittziden mit klinischer PDD in verschiedenen Organen wie
Gehirn, Kropf, Drisen- und Muskelmagen, Herz, Leber und Lunge (Rinder et al.
2009, 2010a; Weissenbock et al. 2009a; Hauck et al. 2010; Hoppes et al. 2010;
Loffler et al. 2010; Raghav et al. 2010) nachgewiesen.

Im Gegensatz zu den S&uger-Borna-Viren lieRen sich avidre Bornaviren bisher
nicht in Sdugerzellen anziichten. Eine Anzucht gelang nicht in Affen-, Ratten- und
caninen Zelllinien, sehr wohl aber in Huhner- und Wachtelzelllinien (Rinder et al.
2009) sowie in Entenfibroblastenzellen (Gray et al. 2010). Avidre Bornaviren
wurden bisher ausschlieBlich bei Végeln nachgewiesen. Das Virus zeigte also
bisher eine hohe Affinitat zu Vogeln. Ob das Borna Disease Virus auch bei
Vogeln vorkommen kann, ist derzeit unklar. So existieren widersprichliche

Ergebnisse beztglich einer Infizierbarkeit von Hilhnern mit BDV (Alkewitz 1939;
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Gosztonyi et al. 1983). Bei StrauBen mit Paralysen in Israel wurde jedoch
offenbar BDV nachgewiesen und das Kklinische Bild mittels Gabe wvon
Gehirnhomogenaten erkrankter Tiere erzeugt (Ashash et al. 1996).

Die bis jetzt vorliegenden Untersuchungsergebnisse stiitzen die Auffassung, dass
ABYV das ursdchliche Agens fur die PDD ist. Zahlreiche Eigenschaften des neu
entdeckten Virus sind jedoch noch unbekannt (Gancz et al. 2010; Hoppes et al.
2010; Ouyang et al. 2010).

Transmission und Infektionsrouten des ABV sind momentan noch weitestgehend
ungeklart. Vermutlich kann von einer fakal-oralen oder fakal-nasalen Ubertragung
ausgegangen werden (Rinder et al. 2009, 2010b; Gancz 2010), da Virusmaterial
im Kot nachgewiesen werden kann.

Die Infektion mit diesen Viren betrifft sowohl juvenile als auch adulte Vogel
(Kistler et al. 2009; Smith et al. 2009). Uber den Zeitraum zwischen einer
Infektion bis zum Virusnachweis und tber die Inkubationszeit bis zum Ausbruch
der PDD post infectionem kénnen keine eindeutigen Aussagen gemachten werden
(Gancz et al. 2010). Kistler et al. (2010) dokumentierten bei Papageien-Nestlingen
aus Hobbyzuchten eine Mindestinkubationszeit und einen zeitlichen Abstand
zwischen Erstkontakt (Bestandsneuzugange) und Nachweis von ABV-RNA von

zwei bis vier Wochen.

1.2 Klinik

Das klinische Bild der PDD stellt sich in Symptomen und Auspréagungen wenig
einheitlich dar. Eine variable Inkubationszeit, Chronizitat sowie ein stets letaler
Ausgang sind kennzeichnend fiir dieses Krankheitsbild (Rinder et al. 2009,
2010b). Im Vordergrund steht die Kachexie des erkrankten Vogels Dbei
gleichbleibender und sogar Ubersteigerter Futteraufnahme. Allerdings wurde auch
Anorexie beschrieben. Bei den meist apathischen, abgemagerten Patienten kénnen
gastrointestinale Storungen auftreten, die sich in Symptomen wie Kropfstase,
Regurgitation, Vomitus, Diarrhd und Ausscheidung unverdauter Korner oder
andere Futterbestandteile im Kot, duf3ern. Desweiteren treten zentralnervise
Symptome wie Ataxien, Tremor, gestorte Propriozeption, progressive Lahmungen
und Koordinationsstérungen auf (Clark 1994; Gerlach 1994; Shivaprasad et al.
1995; Phalen 1997; Berhane et al. 2001). Steinmetz et al. (2008) schildern einen
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Fall eines erblindeten und gleichzeitig an PDD erkrankten Graupapageien. Ob
moglicherweise ein  Zusammenhang zwischen der PDD und Erblinden/
Augenveranderungen besteht, ist bisher nicht bekannt. Ein geh&uftes Auftreten
von Chorioretinitiden bei an PDD erkrankten Végeln wurde von Korbel und
Rinder (2011) dokumentiert.

Vdgel im chronischen Zustand kdnnen akut versterben oder auch Phasen ohne
Krankheitsanzeichen erleben (Phalen 1986; Smith 2009). Die Erkrankung verlauft
in den meisten Féllen progressiv und schubweise.

Als Differenzialdiagnosen sollten je nach Symptomlage des vorgestellten VVogels
unter anderem Intoxikationen, z.B. mit Schwermetallen oder Pflanzengiften,
Parasitosen (z.B. Spulwirmer, Zestoden, Toxoplasmen), Obstruktionen durch
Fremdkorper oder Tumore, Mykosen (Asperillose, Candidose), Bakteriosen (z.B.
Mykobakterien, Enterobacteriaceae, Chlamydien), Virusinfektionen (z.B.
Herpesviren, Paramyxoviren, Adenoviren), das Alter (physiologische
Magendilatation bei Jungvdgeln), um hier nur einige exemplarisch anzufthren, in
Betracht gezogen werden (Ritter 2007; Rinder et al. 2010b).

1.3 Diagnostik
1.3.1 Klinische Diagnose einer PDD

Die Diagnose einer PDD kann bei Verdacht beim Vorhandensein typischer
Symptome (siehe Kapitel 1.2) durch verschiedene klinische Verfahren dberpriift
werden. Der Goldstandard fur die Diagnose PDD gegeniiber anderen
symptomahnlichen Erkrankungen ist der Nachweis lymphoplasmazytarer
Infiltrate in Bioptaten oder histologischen Schnitten der Wand von Kropf oder
Drisenmagen. Biopsien dieser Gewebe v.a. des Kropfes am lebenden Tier sind
sehr invasiv und nicht immer befriedigend, da diese Methode nur eine maximale
Sensitivitat zwischen 66-76% hat (Doolen 1994; Gregory et al. 1996a; Rinder et
al. 2010b).

Bildgebenden Verfahren wie Kontrastrotgen, Rontgen, Sonographie oder die
Kontrastfluoroskopie kdnnen hilfreich und unterstiitzend sein, letztendlich jedoch
nicht zum AusschluR oder Beweis einer PDD flhren (Gancz et al. 2010). Im

positiven Fall kann in manchen Féllen im Proventriculus, Ventriculus und
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maoglicherweise auch im kranialen Anteil des Diinndarms eine mehr oder weniger
starke Dilatation beschrieben werden (Ritter 2007; Gancz et al. 2010; Rinder et al.
2010b) und beim Einsatz von Kontrastmittel teilweise eine verztgerte Passage des
Kontrastmittels mit grofRen, zurlickgebliebenen Mengen im Kropf. Ein
aufgeblahter mit Gas und Ingesta gefillter Proventriculus ist ein haufiger Befund.
In der Hamatologie finden sich keine oder nur leichte Veréanderungen, die jedoch
nicht charakteristisch fur eine PDD sind. Der haufigste Befund ist eine
nichtregenerative Andmie (Gancz et al. 2010), die durch eine Malabsorption
infolge der Stérungen des Magendarmtraktes (siehe Kapitel 1.2) sowie eine
unzureichende Futteraufnahme zu erkléren ist. In wenigen Féllen kommt es auch
zur Leukozytose, zu einer Hypoproteinamie oder Hypoalbumindmie oder auch
einer milden bis moderaten Erhéhung der Lactatdehydrogenase, Kreatinkinase
und/oder der Aspartataminotransferase. Eine Uberpriifung der Zink- und
Bleiwerte ist angeraten, da die Symptome einer Schwermetallintoxikation
Anhnlichkeit mit denen einer PDD haben kénnen (Ridgway und Gallerstein 1983;
Woerpel und Rosskopf 1984; Phalen 1986; Gancz et al. 2010).

In direkten Kropf- und Kotausstrichen kénnen keine fiir eine PDD typischen
Befunde ermittelt werden.  Mdoglicherweise  lassen  sich  so  aber
Differenzialdiagnosen bestéatigen oder ausgeschlielen, die sich mit PDD-
ahnlichen gastrointestinalen Symptomen darstellen, wie die Megabakteriose oder
ein Befall mit Helminthen (Gancz et al. 2010). Veranderungen der normalen
Magendarmflora (z. B. Anstieg gramnegativer Bakterien, Clostridium sp, Candida
sp) sollten mit Vorsicht interpretiert werden, da sie auf Primdr- oder

Sekundarprozesse hindeuten kdnnen (Gancz et al. 2010).

1.3.2 Nachweis einer ABV-Infektion

Seit der Erstbeschreibung avidrer Bornaviren im Jahr 2008 und ihrer vermuteten
atiologischen Korrelation zur PDD (Honkavuori et al. 2008; Kistler et al. 2008;
Rinder et al. 2009), wurden diagnostische Testverfahren entwickelt, die auf dem
Nachweis von Virus-RNA, Antigen oder Antikorpern basieren.

Labordiagnostische Techniken wie rRT-PCR, konventionelle RT-PCR, ELISA,
Westernblot, Immunfluoreszenz sowie Immunhistochemie wurden bereits

erfolgreich zur Diagnose einer Infektion mit ABV eingesetzt. Diese Verfahren
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sind mit Ausnahme der Immunhistochemie nicht invasiv und kdnnen auch intra
vitam mit klinischem Material aus Blut, Kropfabstrich, Kloakenabstrich oder Kot
durchgefuhrt werden.

RNA-Nachweise mit L (L-Polymerase), M (Matrix) oder N (Nukleoprotein) als
Zielgen gelangen sowohl mit Organmaterial aus Gehirn, Kropf, Herz, Leber,
Magen-Darm-Trakt und Niere als auch mit Proben vom lebenden Tier aus
Kloakentupfern, Kot und Blut. Positive Ergebnisse konnten mit diesem klinischen
Material sowohl mittels konventioneller RT-PCR als auch mittels rRT-PCR
verzeichnet werden (Honkavuori et al. 2008; Kistler et al. 2008; De Kloet und
Dorrestein 2009; Enderlein et al. 2009; Rinder et al. 2009). In Organmaterial
konnte Virus-RNA in héheren Mengen nachgewiesen werden und dies teilweise
auch bei negativen Ergebnissen in der untersuchten Blut- und Kotprobe (Rinder et
al. 2010a). Das von Honkavuori et al. (2008) entwickelte Realtime-PCR-Protokoll
ist im Vergleich zu den existierenden konventionellen PCR-Protokollen zwar sehr
sensitiv und kann auch geringe Mengen an RNA nachweisen, erkennt jedoch nur
Genotyp 4 (Rinder, personliche Mitteilung).

In serologischen Tests konnten Virus-Antikdrper mit ABV-P und ABV-N als
Antigen nachgewiesen werden (De Kloet et al. 2009; Adrian et al. 2010;
Villanueva et al. 2010). Ein ELISA mit rekombinantem ABV-N-Protein als
Antigen erlaubte die sichere Unterscheidung von mittels PCR bestétigten
infizierten und nicht-infizierten Papageienvdgeln und war auch zum Screenen von
Papageienbestanden geeignet (Adrian et al. 2010). Von mehreren Arbeitsgruppen
wurde aber auch das gelegentliche Auftreten diskrepanter Ergebnisse beschrieben.
So wurden Antikorper mittels ELISA, Westernblot oder Immunfluoreszenz aber
auch bei Vogeln detektiert, deren PCR-Untersuchungen negativ ausfielen oder
umgekehrt (Rinder et al. 2009, 2010a; Villanueva et al. 2010). Ursachen dafir
sind derzeit noch unklar. Zur Erzielung einer hohen Nachweis-Sicherheit sollte
man beim lebenden Tier deshalb Antikérper-Nachweise mit RNA-Detektion
kombinieren (Rinder et al. 2011).

Herzog et al. (2010) gelang mittels indirekter Immunfluoreszenz die Darstellung
und Detektion ABV-spezifischer Antikdrperbei 35 von 77 Végeln ohne klinische
PDD-Symptome aus einem Bestand mit einer PDD Vorgeschichte. ABV-
spezifische Serumantik6rper konnten in Serum und Virus-RNA in Kloaken- und
Kropftupfern der Psittaziden nachgewiesen werden. In der RT-PCR und rRT-PCR

lag der Nachweis von ABV-RNA in diesen 77 Tieren bei 36%. Besonders war,
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dass bei 34% der Tiere ohne RNA-Nachweis mittels [IFA (Indirect
immunofluorescence assay) ABV-spezifische Antikorper nachgewiesen werden
konnten. Auch mit dieser Untersuchung kam man zu dem Ergebnis, dass eine
Kombination aus Antikdrperanalyse und RNA-Nachweis eine zuverldssige
Methode zur Diagnose einer Infektion mit ABV darstellt.

Mittels Immunhistochemie und Nachweis von viralem N-Protein wurde
Virusantigen in verschiedenen neuronalen und extraneuronalen Geweben
nachgewiesen. ABV zeichnet sich also durch einen ausgepragten
Gewebstropismus aus. Es ist allerdings nicht bekannt, inwieweit dieses Phanomen
an der Pathogenese der PDD beteilig ist (Kistler et al. 2008; Ouyang et al. 2009;
Rinder et al. 2009; Weissenbdck et al. 2009a; Loffler et al. 2010).

1.4 Pathologie und Histologie

Bei an PDD erkrankten und verstorbenen Voégeln zeigen sich in der Sektion
typischerweise dilatierte Driisenmégen mit papierdinner Wand und massiver
Futteranschoppung. Der stark vergroRerte Driisenmagen nimmt einen Grof3teil der
Leibeshohle ein. Seine Wand kann zudem stellenweise ulzeriert sein. Eine
plétzliche Ruptur mit ErguB in die Peritonealhdhle kann vorkommen (Shivaprasad
et al. 1995; Berhane et al. 2001; Rinder et al. 2010b). Ein mit Futter angefullter
Oesophagus und/oder Kropf kann bei der pathologisch-anatomischen
Untersuchung ebenfalls haufig beobachtet werden (Turner 1984; Phalen 1986;
Berhane et al. 2001). Nicht selten werden bei an PDD erkrankten Patienten neben
der Erweiterung des Driisenmagens auch eine Dilatation des Muskelmagens
(moglich durch eine atrophierte Magenwand) und des Diinndarms festgestellt. Die
Muskelmagenwand zeigt sich in manchen Féllen atrophiert (Degernes et al. 1991,
Shivaparasad et al. 1995; Berhane et al. 2001).

Histopathologisch typische Ergebnisse sind lymphoplasmazytéare Infiltrate
besonders in autonomen Nervenplexen des Gastro-Intestinal-Traktes sowie in
Nerven und Ganglien des zentralen und peripheren Systems (Mannl et al. 1986;
Degenres et al. 1991; Berhane et al. 2001; Ritter 2007; Lierz et al. 2009; Ouyang
et al. 2009). Neben dieser Ganglioneuritis zeigt sich als ein weiteres Merkmal
haufig eine nicht eitrige Enzephalitis (Joyner et al. 1989; Berhane et al. 2001;
Ritter 2007; Lierz et al. 2009). AulRerdem konnten entziindliche Veranderungen in
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den nervalen Anteilen von Herz, Nebenniere oder Leber beschrieben werden
(Graham 1991; Cazayoux 1992; Shivaprasad 1993; Berhane et al. 2001; Ritter
2007; Ouyang et al. 2009; Weissenbock et al. 2009).

Schédigungen des Parenchyms unterschiedlicher Organe werden ebenso
beobachtet. So wurde eine Myokarditis non purulenta, mononukleére Infiltrate in
der Nebenniere, Hepatitis, Cholangitis oder Leberl&sionen dokumentiert (Joyner
et al. 1989; Cazayoux 1992; Gregory et al. 1997c; Ritter 2007; Lierz et al. 2009;
Gray et al. 2010).

Lymphoplasmazytére Infiltrate in der Schleimhaut des Magen-Darm-Traktes und
Kropfes galten bisher als Goldstandard flr die sichere Diagnose der PDD
gegenuiber anderen symptoméahnlichen Erkrankungen. Biopsien dieser Gewebe
v.a. des Kropfes am lebenden Tier sind allerdings sehr invasiv und besitzen nur
eine maximale Sensitivitat zwischen 66% - 76% hat (Doolen 1994; Gregory et al.
1996a; Rinder et al. 2010b).

1.5 Infektionsversuche

Da ABV erst seit 2008 als infektidses Agens der PDD vermutet wird, wurden
bisher nur wenige Infektionsversuche durchgefiihrt und publiziert. Bisher
verOffentlicht wurden lediglich Infektionsversuche mit Nymphensittichen
(Nymphicus hollandicus) (Gancz et al. 2009a; Payne et. al. 2011; Piepenbring et
al. 2011) und Felsensittichen (Cyanoliseus patagonus) (Gray et al. 2010), also
zwei Vertretern der Ordnung Psittaciformes, und aufRerdem mit Khaki Campbell
Enten (Anas platyrhynchos) (Gray et al. 2009) aus der Ordnung der Anseriformes
und mit Haushihnern (Gallus domesticus) (Gancz 2009b) aus der Ordnung
Galliformes.

In einer Infektionsstudie mit finf Nymphensittichen wurden drei Vogel mit
ABV4-Gehirnhomogenat eines an PDD erkrankten und verstorbenen
Graupapageis infiziert. Zwei Vogel dienten als Kontrolle und wurden mit
Gehirnhomogenat eines Vogels ohne ABV-Nachweis und PDD-Symptomatik
inokuliert (Gancz et al. 2009a). Die Vogel stammten allerdings aus einem Bestand
mit nattrlichem ABV-2-Vorkommen. Ein dritter Kontrollvogel wurde, da bei ihm
eine ABV-2-Infektion nachgewiesen wurde, aus dem Versuch ausgeschlossen.

Die Virusapplikation erfolgte auf multiplen Wegen: intramuskulér, intraokular,
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intranasal und oral. Die Infektionsdosis ist nicht bekannt, es wurde lediglich das
Applikationsvolumen mit 0, 2 ml (intramuskl&r und oral) und einem Tropfen
(konjunktival und nasal) angegeben. Diese Tiere wurden Uber 95 Tage beobachtet.
Zwei der drei Sittiche entwickelten fiir PDD typische klinische Symptome. Der
erste VVogel zeigte bereits 21 Tage nach der Inokulation Krankheitssymptome wie
reduziertes Allgemeinbefinden, Gewichtsabnahme und nach 50 Tagen unverdaute
Korner im Kot. Bei dem zweiten Vogel der Infektionsgruppe mit sichtbaren,
klinischen Symptomen konnte ab Tag 31 eine Gewichtsabnahme sowie ein
reduziertes Allgemeinbefinden beobachtet werden. Ab dem 85 Tag fanden sich
auch bei ihm unverdaute Korner im Kot. Der dritte Vogel, der mit ABV 4
inokuliert wurde, entwickelte keine klinischen Anzeichen. Auch die beiden
Kontrollsittiche waren klinisch symptomlos beziiglich einer PDD. In der
pathologischen Untersuchung der beiden Sittiche mit offenen Kklinischen
Symptomen zeigte sich die Pektoralmuskulatur atrophiert, der Drisenmagen (mit
papierdinner Wand) und der Muskelmagen dilatiert und die Leber blass und
verkleinert. Bei dem Vogel ohne Symptome war der Drisenmagen nur leicht
dilatiert. Bei den beiden Kontrolltieren wurden keine pathologischen Befunde
dokumentiert. Histologisch fanden sich bei den drei Vdgeln der Infektionsgruppe
die fir PDD typischen lymphoplasmazytaren Infiltrate in den Ganglien und
Nerven des Magen-Darm-Traktes sowie in der tunica muscularis. Diese Infiltrate
zeigten sich in weiteren Organen (Herz und Gehirn). Auferdem wurden
perivaskulare Cuffs, also manschettenformige zellulare Gefalumschlisse im ZNS
(Gehirn und Rickenmark) beschrieben. Die Kontrolltiere waren histologisch
unaufféllig. Virus-RNA konnte mittels RT-PCR, die auf das Zielgen N gerichtet
war, an Tag 85 und 91 bei zwei Vogeln in Choanen- und Kloakenabstrichen
nachgewiesen werden. Im Blut bei allen Végeln und in Choanen- und
Kropftupfern, die vom dritten Vogel der Infektionsgruppe entnommen wurde,
konnte bis Tag 85 Virus-RNA nicht festgestellt werden. Post mortem wurde dann
aber bei allen experimentell mit ABV infizierten Nymphensittichen in
zahlreichen Organen Virus-RNA mittels RT-PCR und Virus-Antigen in
immunhistologischen Untersuchungen nachgewiesen. Die Kontrollvogel waren
negativ. Diese Untersuchungen stiitzen also sehr stark die Auffassung, dass es
sich hier bei ABV tatsdchlich um den Erreger der PDD handelt (Gancz et al.
2009a), allerdings mit der Einschrankung, dass es nicht sichergestellt war, dass

die Vogel vor Versuchsbeginn vollig gesund und frei von potentiellen PDD-
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Erregern waren, wie der Nachweis einer Infektion mit ABV-2 belegt.

Payne et al. (2011) fihrten ebenfalls einen Infektionsversuch mit
Nymphensittichen durch. Vier Sittiche wurden durch intramuskuldre Injektionen
und orale Applikation mit 8 x 10* ffu ABV-4 inokuliert, das in
Entenfibroblastenkulturen hergestellt worden war. Zwei weitere Sittiche dienten
als Kontrollgruppe und wurden mit uninfizierten Gewebekulturen inokuliert. Bis
zum Tag 92 p. i., als ein Nymphensittich tot aufgefunden wurde, wurde bei den
infizierten VOgeln keine Symptome festgestellt. Zwei der verbliebenen infizierten
Vogel fielen ab Tag 110 p. i. durch neurologische Stérungen in Form von Ataxien
auf und waren unfahig sich fortzubewegen. An diesem Tag wurden diese drei
Tiere euthanasiert. In der Sektion beobachtete man eine milde Dilatation der
Drusenmagen. Histopathologisch wurden ungewodhnlich massive und weit
ausgebreitete Lasionen festgestellt. Diese beinhalteten starke lymphoplasmazytére
Infiltrate und lymphoide Knoten im Bereich der Ganglien und des Gastro-
Intestinal-Traktes. Ahnliche Veranderungen zeigten sich im Nebennierenmark,
Herz, Leber, Niere, Milz, Lungen, Pankreas, den Hoden und Ovarien. Im Laufe
dieses Experiments stellte sich aber heraus, dass sich diese verwendeten Tiere
bereits vor Versuchsbeginn auf nattirlichem Weg mit ABV infiziert hatten. So
hatten auch die beiden Kontrolltiere, euthanasiert an Tag 150 p. i. ohne klinische
Symptome, in der pathologischen Untersuchung einen leicht dilatierten
Driisenmagen und in der Histologie milde Infiltrate in der Leber, Milz und Niere.
Als Ursache fir die ungewohnlich vielen Organveranderungen bei den
experimentell infizierten Nymphensittichen wurde die Hyperinfektion mit ABV-4
vermutet (Payne et al. 2011). Auch dieses Experiment stiitzt die Auffassung, dass
ABYV als Ursache fir PDD anzusehen ist. Die bei der Studie von Gancz et al.
(2009) gemachten Anmerkungen und Einschrankungen gelten jedoch auch hier.
Auch bei diesen Vogeln ist die Vorgeschichte unbekannt und die Moglichkeit der
Infektion mit anderen Erregern mit der Konsequenz der Entstehung einer PDD ist
nicht auszuschliel3en.

Weitere Versuche mit Nymphensittichen wurden von Piepenbring et al. (2011)
und Gregory et al. (2011) durchgefiihrt. Aus Kongressberichten sind hierzu nur
wenige Informationen verfugbar. Piepenbring et al. verwendeten Virusmaterial
aus Zellkultur und infizierten 18 Vogel i.m. und p.o.. Im Verlauf des Versuchs
zeigten die Sittiche Krankheitssymptome einer PDD. Ferner konnte die

Virusausscheidung zwischen Tag 19 und 72 p.i. durch ABV-Antikérpernachweis
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und Virus-RNA-Nachweis belegt werden. Bei Gregory et al. (2011) fehlen
detaillierte Angaben zum Infektionserfolg, Virusmaterial, Dauer, Nachweisen und
Erkrankung der Nymphensittiche. AufRerdem werden keine Angaben zu den
Tierzahlen gemacht.

Ein weiterer Infektionsversuch wurde mit drei Felsensittichen durchgefihrt (Gray
et al. 2010). Diese Tiere stammten aus privaten Haltungen und waren fur die
Versuche zur Verfligung gestellt worden, ihre Vorgeschichte war also ebenfalls
unbekannt. ABV wurde vor Versuchsbeginn nicht nachgewiesen, alle Vogel
waren jedoch Dauerausscheider von Psittazinen Herpesviren. Zwei dieser
Felsensittiche wurden durch intramuskulare Injektionen und orale Applikation mit
8 x 10" ffu ABV-4, isoliert aus einem Gelbbrustara und in
Entenfibroblastenkulturen vermehrt, infiziert. Der dritte Vogel wurde mit
uninfizierten Fibroblastenzellen inokuliert. Ab Tag 60 nach der Infektion wurde
Virus-RNA mittels RT-PCR in Kotmaterial und Antikorper mittels Westernblot
ab Tag 33 p.i. nachgewiesen. Einer der Vogel verstarb an Tag 66 nach der
Virusinjektion, der andere Sittich wurde an diesem Tag mit ausgepragter
klinischer PDD-Symptomatik, die nicht nédher beschrieben wird, euthanasiert. Ob
der verstorbene Vogel vor seinem Tod Klinische Symptome entwickelte, wird
nicht erwahnt. Bei der Sektion wurden eine Dilatation des Proventriculus und
weitere PDD-typische Ladsionen, zu denen genauere Angaben fehlen und
histopathologisch fir PDD typische Veranderungen wie lymphoplasmazytéaren
Infiltraten im Verdauungstrakt (Driisenmagen, Muskelmagen, Kropf, Dinndarm)
nachgewiesen. Ferner zeigte ein Vogel Adrenalitis, Enzephalitis, Neuritis und
Myocarditis. Im Gehirn und Rickenmark wurden multifokale Herde von
Lymphozyten und Plasmazellen in neuronalem Gewebe sowie als perivaskulére
Manchetten gefunden. In Gehirnproben wurden zudem p.m. Virus-RNA
nachgewiesen. Der Kontrollvogel wurde 77 Tage p.i. ohne Kklinische Symptome
euthanasiert. Bei ihm wurden keine Anzeichen fir eine Infektion mit ABV oder
PDD festgestellt (Gray et al. 2010). Auch dieses Experiment stiitzt die Auffassung
einer bedeutenden Rolle von ABV bei PDD, die Auswirkungen der Infektion mit
einem anderen Virus (Herpes) auf den Organismus und den Immunstatus ist
jedoch nicht einzuschétzen.

Neben diesen Infektionsversuchen mit Psittaziden existieren auch erste
Experimente, die die Eignung von anderen Végeln untersuchen. Gray et al. (2010)

infizierten Khaki Campbell Enten, eine Kreuzung zwischen der Stock- und



1. Literaturibersicht 18

Laufente, mit ABV4. Drei Gruppen mit je fiinf vier Tage alten SPF-Entenkiiken
wurden intramuskulér, intraokuldr und/oder per os infiziert. Die Tiere blieben
jedoch in acht Monaten Kklinisch symptomlos. Histopathologisch und
pathologisch-anatomisch konnten keine Hinweise fiir eine PDD ermittelt werden.
Offenbar wurden die Enten jedoch erfolgreich infiziert, denn, wie bei Hoppes et
al. (2010) dargestellt wurde, gelang der Antikdrpernachweis 12 Wochen post
infektionem mittels Western Blot, der Nachweis von Virus-RNA durch RT-PCR
aus Kot nach 20 Wochen (Hoppes et al. 2010).

Zudem existiert ein Abstract zu einem Infektionsversuch bei Haushiihnern (Gancz
et al. 2009). Dabei wurde den Vogeln Gehirnhomogenat, das schon erfolgreich
bei der Infektion von Nymphensittichen verwendet worden war und ABV-4 eines
an PDD erkrankten Graupapageis enthielt, intrazerebal inokuliert. Sie blieben
jedoch klinisch symptomlos. ABV-Virus-RNA konnte zudem, wie sich spéter
herausstellte (personliche Mitteilung A. Gancz an M. Rinder, 8. August 2011)
nicht nachgewiesen werden.

Die bisherigen Infektionsversuche belegen also eine Eignung von Psittaziden als
Versuchstiere fir Infektionen mit aviaren Bornaviren und die Neuropathische
Driisenmagendilatation. Ein geeignetes Nicht-Psittaziden-Modell fehlt bisher
allerdings noch, auf das zuriickgegriffen werden kénnte, um die Notwendigkeit
von Experimenten mit Papageienvogeln zu reduzieren. Papageien besitzen ein
hohes MalR an Intelligenz sowie ein differenziertes Kommunikations- und
Sozialverhalten und mdoglicherweise  daher auch eine  ausgeprégte
Leidensfahigkeit. Bei den von Gray et al. (2010) verwendeten Enten gelang
offenbar eine Infektion mit ABV, aber nicht die Erzeugung eines klinischen
Bildes der PDD, wahrend Hihner sich nicht fir Infektionsversuche mit ABV zu

eignen scheinen.

2. Bornasche Krankheit

,Hitzige Kopfkrankheit der Pferde®, (Authenrieth 1813, zitiert nach Zwick 1939)
,.Nervenfieber®, »Subakute Meningoenzephalitis* oder ,,Halbakute
Gehirnentziindung® (Wo6rz 1858, zitiert nach Heinig 1969) - einige der
zahlreichen Synonyme fiir die heute als Bornasche Krankheit bekannte

Virusinfektion, die sich klinisch hauptséachlich in mehr oder weniger stark
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ausgepragten Verhaltensanderungen wie Apathie, Schlédfrigkeit, Stereotypie,
Aggression, Erregung 0.4. und auch neurologischen Symptomen wie Paralysen
und gestorter Propriozeption auBert (Sprankl et al. 1978; Rott und Becht 1995;
Hallersleben et al. 1998; Uhlig und Kinne 1998; Richt und Rott 2001; Lipkin und
Briese 2007; Algermissen 2010). Die BD (Borna disease) ist seit mehr als 200
Jahren bei Pferden und Schafen als eine virale Infektion des Zentralnervensystems
bekannt, die sich histo-pathologisch als eine nicht-eitrige Polioenzephalomyelitis
zeigt (Ludwig et al. 1985; Bode 1999; Lipkin und Briese 2007).

Der heutige Name dieser Erkrankung geht auf eine Epidemie in der Nahe der
Stadt Borna in Sachsen zurtick, die sich unter Pferden in den Jahren von 1894 bis
1896 ausbreitete. Auch spéter, bis 1940 kam es in dieser Region in periodisch
wiederkehrenden Epidemien zu enormen Verlusten, die sich auf insgesamt mehr
als 16000 Equiden summierten (Ludwig et al. 1985; Durrwald et al. 1997; Ludwig
et al. 2000; Durrwald et al. 2005). In den letzten vier Jahrzehnten veranderte sich
das Auftreten der Krankheitsfalle, vermutlich da die Zahl der gehaltenen Huftiere
abgenommen hat und sich die Hygienebedingungen deutlich verbessert haben
(Bode 1999). Seit 2011 besteht in Deutschland keine Meldepflicht mehr
(Bundesministerium flr Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2011).
Pferde und Schafe gelten als die nattirlichen Wirte dieses Virus. Ein Auftreten der
Erkrakung wird jedoch vereinzelt auch bei anderen Huftieren, Katzen, Kaninchen,
Alpakas, Hunden und weiteren warmblitigen Tieren beobachtet (Altmann et al.
1976; Jaunin et al. 1978; Metzler et al. 1978; Bode et al. 1994a; Schippel et al.
1994, 1995; Nakamura et al. 1999; Degiorgis et al. 2000; Ludwig et al. 2000;
Lipkin und Briese 2007).

Experimentell lassen sich nahezu alle Tiere mit dem Virus infizieren,
beispielsweise Nager und Primaten und wahrscheinlich auch Vogel. Das Maus-
und das Rattenmodell haben sich jedoch in der experimentellen Forschung als
Hauptmodelle etabliert (Kao 1985; Rott und Becht 1995; Stitz et al. 1995; Wille
2010).

Ein endemisches Vorkommen der Erkrankung wurde in Gebieten in Deutschland,
Liechtenstein, Osterreich und der Schweiz beschrieben (Suchy et al. 1997;
Weissenbock et al. 1998; Caplazi et al. 1999; Stéheli et al. 2000). Ob die
Bornasche Krankheit weltweit, also auch auBerhalb dieser genannten Gebiete,
vorkommt, wird kontrovers diskutiert (Matthias et al. 1954; Gosztonyi et al. 1984;
Bilzer et al. 1995; Weissenbdck et al. 1998; Dirrwald et al. 2006; Lipkin und
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Briese 2007).

Umstritten ist auch ein Zusammenhang zwischen BDV und Schizophrenie und
anderen psychischen Erkrankungen des Menschen, der aufgrund von Nachweisen
von BDV-Antikorpern und Virus- RNA gefolgert wurde (Amsterdam et al 1985;
Bechter et al. 1987; Kishi et al. 1995, 1996; Bode et al. 1996; Nakamura et al.
2000; Miranda et al. 2006; Lipkin und Briese 2007). Doch wurden solche
Antikorper und positive PCR-Ergebnisse auch bei klinisch gesunden Menschen
festgestellt. Moglicherweise handelt es sich hier um unspezifische Reaktionen
oder Kreuzreaktionen bzw. um Kontaminationen mit Laborstammen (Schwemmle
et al. 1999; Richt und Rott 2001; Dirrwald et al. 2007).

2.1 Atiologie

Joest und Degen erhielten durch den histopathologischen Nachweis intranukledrer
EinschluBkorperchen bei an BD erkrankten Pferden erste Hinweise auf eine
Virusétiologie (Joest und Degen 1909, 1911). Die nach ihnen benannten
eosinophilen Einschlusskdrperchen gelten als pathognomonisch fiir die Bornasche
Krankheit und finden sich in den Neuronen des Hippocampus (Durrwald und
Ludwig 1997).

Weitere Hinweise auf eine Virusétiologie erbrachten Infektionsversuche, die
bereits in den zwanziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts durchgefiihrt
wurden. Uber bakterienfreies Gehirnhomogenat eines erkrankten Pferdes konnte
BD auf ein Kaninchen tbertragen werden. Nach mehreren Passagen in Kaninchen
wurde das gewonnene Material erneut erfolgreich fir die Infektion eines Pferdes
verwendet und dieses Pferd erkrankte an BD (Zwick und Seifried 1925; Zwick
und Seifried 1927). Nachfolgend gelangen weitere experimentelle Transmissionen
auch bei Ratten, Mausen, Meerschweinchen, Rhesusaffen, Huhnern (hierzu
ausfuhrlicher Kapitel 2.5), Schafen und Pferden (Heinig 1969; Danner 1982; Rott
und Brecht 1995; Dirrwald und Ludwig 1997; Richt et al. 1997; Katz et al. 1998).
Nager sind bis heute wichtige Versuchsobjekte der experimentellen
Bornaforschung (Ludwig et al. 1988; Stitz et al. 1995; Dieckhtfer 2006; Werner-
Keiss 2006; Wille 2010).



1. Literaturibersicht 21

2.1.1 Borna-Disease-Virus

Bei dem Erreger der Bornaschen Krankheit handelt es sich um ein behtlltes Virus
mit einzelstrdngigem, unsegmentiertem, linearem RNA-Genom von negativer
Polaritat (Briese et al. 1992; Richt et al. 1993; Cubitt und de la Torre 1994;
Schneemann et al. 1995; Pringle 1996; Lipkin und Briese 2007). Das BDV war
bis vor einiger Zeit innerhalb der Ordnung Mononegavirales der einzige Vertreter
der 1996 neu eingefiihrten Familie der Bornaviridae (Pringle 1996), da es
genetische und biologische Unterschiede zu den anderen NNS-RNA-Viren zeigte.
In den 20er Jahren des vorangegangenen Jahrhunderts wurde bereits eine
Virusatiologie vermutet, indem bakterienfreie Gehirnsuspensionen auf Kaninchen
Ubertragen wurden (Zwick und Seifried 1925). Durch Filtrationsstudien und
Elektronenmikroskopie konnte eine PartikelgroRe von 85-125nm (Elford und
Galloway 1933; Compans et al. 1994; Kohno et al. 1999) ermittelt werden. Die
Empfindlichkeit gegeniiber Detergentien und UV-Strahlen zeigte, dass ein
behiilltes Virus vorliegen mul} (Heinig 1969; Ludwig et al. 1985).

Die Unterschiede von BDV in der Replikation und der Splicing-Maschinerie bei
der Umsetzung der genetischen Information (Briese et al. 1992; Cubitt et al. 1994,
Schneider et al. 1994b) gegeniuber den anderen Mononegavirales fiihrte dazu, dass
im Jahre 1996 eine Klassifizierung in eine eigene Virusfamilie vorgenommen
wurde, die Bornaviridae (Pringle 1996). Ultrastrukturelle Analysen offenbarten
sphérische Virionen von ca. 70-130nm GrolRe (Zimmermann et al. 1994a; Kohno
et al. 1999) mit einem 50-60nm grofl3en, elektronendichten Kern und einem
helikalen Nukleokapsid von 4nm Breite. Eine &uflere Membran weist spike-
ahnliche Projektionen mit 7nm L&nge auf (Kohno et al. 1999; Lipkin und Briese
2007).

Mit einer Grolke von 8,9kb besitzt das BDV das kleinste Genom unter den
Mononegavirales. Die genomische RNA entspricht in ihrer Organisation den
anderen Vertreten dieser Ordnung (Algermissen 2010).

Ein Unterschied ist die Lokalisation der Transkription und Replikation, die im
Zellkern stattfindet (Pyper et al. 1998). Im Vergleich zu den anderen NNS-RNA-
Viren weist das BDV zudem ungewohnliche Transkription- und
Replikationsmechanismen auf. Von nur drei Transkriptionseinheiten koénnen
mindestens sechs Proteine exprimiert werden (Richt et al. 2007). Uberlappende

Frames (sechs offene Leserahmen), read through und alternatives SpleiRen zahlen
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auch zu diesen Mechanismen (Schneemann et al. 1995; de la Torres 2002; Lipkin
und Briese 2007; Algermissen 2010). Bei diesen sechs Proteinen handelt es sich
um ein Phosphoprotein, ein Nukleoprotein, ein Matrixprotein, ein X-Protein, ein
Glykoprotein sowie ein Large-Protein.

Ubertragungswege und Infektionsrouten sind noch nicht vollstandig aufgeklart
(Richt und Rott 2001; Lipkin und Briese 2007). Experimentelle Untersuchungen
lassen aber vermuten, dass die natirliche Ubertragung sich entweder rhinogen
Uber das olfaktorische Neuroepithel ereignet (Morales et al. 1988; Sauder und
Staheli 2003) oder oral mit neuronalaszendierter Route (ber den Nervus
trigeminus erfolgt (Bilzer et al. 1996). Von dort erfolgt die Migration
wahrscheinlich in das limbische System und im weiteren Verlauf die
Dissemination in das gesamte ZNS, das periphere Nervensystem und auch in die
Retina (Krey et al. 1979; Narayan 1983; Ludwig et al. 1985; Lipkin und Briese
2007).

Vermutlich  findet eine horizontale  Ubertragung Gber  Nasensekret,
Konjunktivalflussigkeit, Speichel und Urin statt (Zwick und Seifried 1927;
Gosztonyi und Ludwig 1995; Saunder et Staheli 2003). Eine vertikale

Transmission wurde bisher nicht eindeutig nachgewiesen (Hagiwara et al. 2000).

2.2 Klinik

Die Inkubationszeit nach einer Infektion mit Bornaviren ist nicht genau bekannt.
Sie liegt vermutlich zwischen zwei Wochen bis zu einigen Monaten (Schmidt
1952; Lipkin und Briese 2007). Das klinische Bild der BD bei naturlicher
Infektion ist hauptsachlich durch Stérungen im Sensorium und nachfolgender
ZNS-Symptomatik gekennzeichnet (Ludwig et al. 1985; Bode 1999; Richt und
Rott 2001; Algermissen 2010; Wille 2010).

Der Verlauf ist meist biphasisch mit einer akuten und einer chronischen Phase
(Nitzsche 1963; Narayan et al. 1983a; Wille 2010). Bei Pferden kann es zu einer
perakuten, akuten oder subakuten BD mit Meningoenzephalomyeltis kommen
(Zwick 1939; Heinig 1969; Ludwig et al. 1985; Dirrwald und Ludwig 1997;
Wille 2010).

Zu Beginn der Erkrankung zeigen sich eher unspezifische Anzeichen im

Verhalten wie Stupor, Somnolenz, verlangsamte und verminderte Futteraufnahme,
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Leerkauen, Kopfbewegungen, Gahnen, Fieberschiibe u.d. — dies v.a. bei Pferden
(Ludwig et al. 1993; Uhlig und Kinne 1998; Dieckhofer et al. 2004; Algermissen
2010), desweiteren lassen sich v.a. bei Nagern Aggression, Desorientierung,
Hyperaktivitat, Uberreaktionen, Priapismus und Obesitas beobachten (Narayan et
al. 1983a; Kao 1985; Ludwig et al. 1985; Lipkin und Briese 2007).

Im weiteren Krankheitsverlauf treten zudem neurologische Ausfallerscheinungen
wie Paresen, Paralysen, Opistotonus, Koordinations- und Propriozeptions-
storungen auf (Narayan et al. 1983a; Ludwig et al. 1993; Lipkin und Briese 2007,
Werner-Keiss 2010). Im Endstadium kann es zudem zu Festliegen, Torticollis,
Manegebewegungen, Kachexie, Exsikkose und auch Erblinden kommen (Narayan
et al. 1983b; Hiepe 1958; Ludwig et al. 1985; Biesenbach et al. 1990; Bode et al.
1994; Dieckhofer et al. 2004).

Bei einigen Tierarten, z.B. bei Mausen, Hamster, Ratten oder Tupaias, verlauft die
Erkrankung asymptomatisch und als persistierende Infektion (Anazil et al. 1973;
Kao 1985; Ludwig et al. 1985; Herzog et al. 1991, 1994; Hallensleben et al.
1998; Grabner et al. 2002; Richt et al. 2007; Wille 2010). Betroffen und
infizierbar sind junge und alte Tiere verschiedenster Spezies, wobei sich jedoch
erhebliche tierartliche und altersbedingte Unterschiede in Verlauf und
Auspragung der BDV-Infektion und ihrer Symptome beobachten lassen (Ludwig
et al. 1985; Grabner und Fischer 1991; Bode 1999; Lipkin und Briese 2007).
Mause und Hamster sind meist klinisch unauffallig, wohingegen z.B.
Rhesusaffen, Ratten, Kaninchen und Huftiere unter ausgepragten neurologischen
Storungen leiden (Narayan et al. 1983a; Rott und Becht 1995; Stamer 2002).
Infizierte Spitzhdrnchen prasentieren anormales Sozialverhalten (Sprankel et al.
1978).

2.3 Diagnostik

Zum Nachweis von Infektionen mit BDV existieren eine Reihe unterschiedlicher
Testverfahren. Ein allseits akzeptierter Goldstandard konnte allerdings noch nicht
festgelegt werden, und auch heute noch gilt die Diagnose als problematisch. In der
ersten Halfte des letzten Jahrhunderts basierte die Diagnostik ausschlieBlich auf
histologischen Untersuchungen des Gehirns verstorbener Tier mit Nachweis der

charakteristischen Joest-Degenschen EinschluBkdrperchen (Joest und Degen
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1909, 1911; Bode 1999).

Fur die serologische Untersuchung wurde ein ELISA zum Nachweis von N- und
P-Protein tUber monoklonale Antikorper entwickelt (Bode et al. 1990; Bode et al.
1994b; Bode 1999). Aullerdem steht ein Triple ELISA zum Nachweis BDV-
spezifischer Immunkomplexe im Blut zur Verfligung (Bode et al. 2001,
Dieckhofer et al. 2004). Die Spezifitat dieses Tests ist allerdings umstritten
(Stéheli et al. 2000).

Eine weitere Methode zum Antikorpernachweis ist die Immunfluoreszenz. Intra
vitam kann eine Diagnose durch das gleichzeitige Vorkommen von Antikorpern
gegen das Virus im Serum und der Cerebrospinalflissigkeit, durch eine
Serokonversion oder einen Anstieg des Titers um drei bis vier Titerstufen im
indirekten Immunfluoreszenztests gestellt werden (Grabner et al. 2002; Reichelt
2009). Mit immunhistologischen Methoden kdnnen BDV-spezifische Proteine
nachgewiesen sowie Astrogliosen beurteilt werden (Wagner et al. 1968; Bode
1990; Herden et al. 2000; Werner-Keiss et al. 2008; Algermissen 2010).

Uber den Nachweis von virusspezifischer RNA mit der RT-PCR oder In-situ-
Hybridisierung sowie durch Virusisolierung in der Zellkultur kann die Diagnose
BD an Gehirnmaterial gesichert werden. Zur Ermittlung von Virus-RNA aus
Gewebe wird haufig die In-situ-Hybridisierung herangezogen. Um positiv
orientierte RNA, also die mRNA des Virus nachzuweisen, kdnnen komplementére
antisense-Sonden benutzt werden. Diese Sonden charakterisieren sich dann durch
eine Spezifitat fir die mRNA der sechs verschiedenen BDV-Proteine (Groters et
al. 2005; Werner-Keiss et al. 2008; Algermissen 2010). Als weitere Methode zum
RNA-Nachweis ist die nested RT-PCR (= geschachtelte PCR) gebrauchlich und
seit 1994 diagnostisch verfugbar (Zimmermann et al. 1994b; Vahlenkamp et al.
2000).

Der Nachweis von BDV kann auch tber Virusanzucht in Zellkulturen versucht
werden. Dabei werden Gehirzelllinien, Nieren- und Hautzelllinien verschiedener
Spezies verwendet. Diese Methode ist aber sehr arbeitsaufwendig und wenig
sensitiv. Ein negatives Ergebnis schlielt also BD nicht mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus (Amsterdam et al. 1993; Bode 1999).
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2.4 Histopathologie

Da es sich bei BDV um eine Erkrankung mit strengem Neurotropismus handelt,
finden sich histopathologische Verdnderungen vor allem im zentralen
Nervensystem und in der Retina (Ludwig 1995; Rott und Becht 1995; Richt et al.
2000, 2007). Histologisch kennzeichnend ist eine schwere, nicht-eitrige Meningo-
enzephalomyelitis, die durch das Auftreten von perivaskuldren und
parenchymatdsen Infiltraten aus T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen
charakterisiert ist (Denschl et al. 1990; Planz et al 1993; Bilzer et al. 1994, 1995;
Lipkin und Briese 2007).

Degenerative Prozesse in neuronalem Gewebe bis hin zu einem Hydrocephalus
internus konnen sich im Laufe der Erkrankung entwickeln (Narayan et al. 1983a).
Héufig finden sich histologische Hinweise auf eine mononukledre Retinitis.
Ferner kdnnen Zerstérungsprozesse an Pigmentepithel und Photorezeptoren mit
folgender Retinaatrophie beschrieben werden (Krey et al. 1979; Narayan et al.
1983b; Geiss et al. 1990; Kacza et al. 2000).

Zusétzlich zu den entzundlichen Infiltraten sind in der Histologie eosinophile
intranukledre  Strukturen, die sogenannten Joest-Degen’schen Einschluss-
korperchen, in den mit BDV infizierten Zellen zu finden. Sie gelten als
pathognomonisch fir diese Infektion. Dabei handelt es sich um Virusproteine
(Joest und Degen 1909; 1911).

2.5 Infektionsversuche

Wie bereits dargestellt, ist das Wirtsspektrum des BDV sehr breit. Dies spiegelt
sich auch im Spektrum an verwendeten Tierarten bei experimentell induzierten
Infektionen wider.

Die erste experimentelle Infektion wurde von Zwick und Seifried (1925)
beschrieben. Dabei wurde Gehirnhomogenat aus einem an BD erkranktem Pferd
Kaninchen verabreicht und eine Erkrankung induziert. Auf diese Weise wurde ein
Hinweis flr eine Virusatiologie der Bornaschen Erkrankung geliefert.

In weiteren Infektionsversuchen konnten Bornaviren Uber intrazerebrale oder
intranasale Applikation auf verschiedene Warmbliter erfolgreich (bertragen

werden. Zu diesen Versuchstieren zahlen u.a. Nager wie Hamster (Anzil et al.
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1973), Meerschweinchen und Kaninchen (Zwick und Seifried 1925; Krey et al.
1979), Méause (Kao et al. 1984; Rubin et al. 1993; Hallensleben et al. 1998) und
Ratten (Nitzschke 1963; Hirano et al. 1983; Narayan et al. 1983a; Kao et al. 1985;
Stamer 2002; Dieckhofer 2006) sowie Spitzhérnchen (Sprankel et al. 1978), und
Rhesusaffen (Zwick 1939).

Auch bei Vogeln wie Gallus gallus domesticus, Coturnix coturnix und Struthio
camelus wurden experimentelle Infektionen durchgefihrt (Zwick und Seifried
1927; Gosztonyi et al. 1983; Ludwig et al. 1985, 1988; Ashash et al. 1996), die
teilweise erfolgreich waren, d.h., dass nach Inokulation von Virusmaterial in den
Organismus vermehrt Ataxien, sensomotorische Ausfallerscheinungen bis hin zu
Lahmungen auftraten (Ludwig et al. 1985). Bereits Zwick, Seifried und Witte
(1927) konnten durch interzerebrale Injektion mit Gehirnemulsion gewonnen aus
einem an BD verstorbenem Pferd bei zwei Hihnern nach vier Wochen
Krankheitserscheinungen wie taumelnder Gang, Ataxie und Einknicken der
Extremitaten feststellen, die denen bei an BV erkrankten Kaninchen auftretenden
Symptome sehr &hnlich waren. Makroskopische waren keine Veranderungen zu
sehen, histologisch sah man jedoch im Gehirn eine diffuse Enzephalitis mit
GefaBbeteiligung. Eine erfolgreiche Ubertragung von BDV auf Hiihner aus diesen
Versuchen allerdings ist nicht eindeutig zu folgern und eine Beteiligung anderer
Krankheitserreger ist nicht auszuschlie3en, da es sich bei dem injizierten Material
nicht um reines Virusmaterial handelte. Nicolau und Galloway (1936) versuchten,
Hihner durch intrazerebrale Injektion mit einer Emulsion aus Gehirnmaterial
eines infizierten Tieres und Flussigkeit zu infizieren, konnten jedoch weder
Krankheitssymptome noch pathologische oder histologische Verdnderungen
nachweisen. Ebenso gelang es auch Alkewitz (1939) im Rahmen seiner
Dissertation nicht, die Bornasche Krankheit der Pferde auf Hihner zu Gibertragen.
In zwei Versuchsreihen infizierte er ingesamt 20 Huhner intrazerebral (acht
Tiere), intraneural (sechs Tiere), intraperitoneal (zwei Tiere), subkutan (zwei
Tiere) oder intramuskuldr (zwei Tiere) mit Gehirnemulsion. Diese
Gehirnemulsion bestand aus pulverisiertem Gehirnmaterial aus einem
Bornakaninchen, das in einem sterilen Moérser mit Hilfe steriler physiologischer
Kochsalzlésung in einer Verdinnung von etwa 1:20 hergestellt worden war. Die
histologischen Untersuchungen ergaben in keinem Fall die fiir die Bornasche
Krankheit typischen Verénderungen. L&hmungserscheinungen, die sich bei 12

Tieren zeigten, deuteten auf die Mareksche Huhnerlahme hin (Alkewitz 1939). In
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den funfziger Jahren wurde Uber Wechselpassagen zwischen Kaninchen und
embryonierten Huhnereiern das BDV erfolgreich tibertragen (Rott und Nitzschke
1956). Bei Eintagskiken (Ludwig et al. 1973; Gosztonyi et al. 1983) und jungen
Wachteln (Ludwig nicht veroffentlicht in: Ludwig et al. 1985) lieRen sich
persistierende Infektionen experimentell ausldsen. Im fortgeschrittenen Alter
erkrankten Huhner h&ufiger in der Herde, in der Einzelhaltung klangen die
Symptome wie Ataxien und weitere sensomotorische Ausfallerscheinungen ab
oder verschwanden komplett. Ludwig et al. (1985) vermuten deshalb, dass die
Stressoren in der Herde krankheitsbegunstigend wirken. Bei diesen Hihnern
konnte man im Serum nach Besserung einen deutlichen Anstieg von Antikdrpern
nachweisen (Ludwig et al. 1985).

In einer Untersuchung Uber die Todesursachen von jungen Strauflenvdgeln in
Israel wurden Daten aus funf Jahren (1989-1993) ausgewertet. Neben
Extremitatendeformationen und Gastroenteritis wurde ein Parese-Syndrom mit
unspezifischen sensomotorischen Ausfallerscheinungen als haufige Todesursache
beschrieben (Ashash et al. 1996). Untersuchungen ergaben in der
Immunfluoreszenz  eine fur BDV charakteristische  granuldre-nukledre
Fluoreszenz. In Infektionstudien mit 21 funf Wochen alten Tieren wurde
Gehirnhomogenat, gewonnen aus zwei mit Parese-Syndrom verstorbenen VVégeln,
intramuskuldr und oral inokuliert. Bei sieben Tieren konnten diese
Pareseerscheiningen ausgelost werden (Ashash et al. 1996). Ob diese
Erkrankungen aber tatsachlich durch BDV ausgelst wurden, wurde nicht sicher
konstatiert.

Ratten werden haufig fur experimentelle Infektionen mit BDV verwendet. Wenn
adulte Lewis-Ratten im Alter von vier bis sechs Wochen mit einem Wildtyp-Virus
infiziert werden, verhalten sich die Tiere drei Wochen p.i. in der akuten Phase
hyperaktiv, aggressiv, schreckhaft und bewegungsgestort (Narayan et al. 1983a).
Die folgende chronische Phase kennzeichnet sich durch permanent hohe Viruslast
im ZNS und eine Reduzierung der typischen Infiltrate (Ludwig et al. 1988;
Gosztonyi et al. 1991) sowie mit Symptomen wie Apathie und Somnolenz
(Narayan et al. 1983a).

Hausmann et al. (1999) und Hallensleben et al. (1998) etablierten zur Erforschung
der krankheitsinduzierten Immunantwort ein Maus-Modell. Mause zeigen keine
oder nur schwach ausgepréagte ZNS-Symptomatik, wenngleich sich hohe

Virustiter erzeugen lassen. Neu an diesen Infektionsversuchen an Mé&usen war,
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dass bereits Neugeborene mit BDV infiziert wurden, wobei sich zeigte, dass
verschiedene Mausstamme unterschiedliche Empfindlichkeit und Empfanglichkeit
gegenuiber Bornaviren haben (Hallensleben et al. 1998; Hausmann et al. 1999).

3. Die Japanische Wachtel (Coturnix coturnix japonica)

Bei der Wachtel handelt es sich um einen kleinen fasanenartigen Hihnervogel,
der nicht nur weltweit mit verschiedensten wild lebenden Formen vertreten ist
(Raethel 2006), sondern auch als Zucht- und Hauswachtel gehalten wird. Die
Japanwachtel (Coturnix coturnix japonica) ist die am meisten verbreitete und
gezlichtete Wachtel.

In den sechziger Jahren entdeckte man die Wachtel als Versuchstier bzw. als
Modelltier (Vogt 1964; Kohler 2008) v.a. fir Nutzgefliigel in den verschiedensten
biomedizinischen, biologischen und veterindrmedizinischen Fachrichtungen. Als
Nebenprodukt ergaben sich dabei gleichzeitig zahlreiche Erkenntnisse fir die
wissenschaftlich orientierte Wachtelhaltung, die auch weiterhin aktuell und
grundlegend sind.

3.1 Biologie und Okologie

Zoologisch gesehen sind Wachteln der Unterfamilie der Feldhihner (Perdicinae)
zuzuordnen, die sich innerhalb der Familie der Fasanenartigen (Phasianidae)
befindet. In der Klasse der VoOgel sind die Fasanenartigen eine von sieben
Familien in der Ordnung der Hiihnervogel (Galliformes).

In der Unterfamilie der Feldhlhner ist die Wachtel als Art (Coturnix coturnix)
einzuordnen, zu deren Unterarten die Japanische Wachtel (Coturnix coturnix
japonica) gehort (Scholtyssek 1987; Bauer et al. 2005; Kiwitt 2006; Kohler
2008).

Die Vertreter dieser Art charakterisieren sich neben ihrer geringen GréRe durch
eine rundliche Gestalt, einen sehr kurzen, aus acht bis zwolf Federn bestehenden
und von den langen Schwanzfedern bedeckten Schwanz und durch lange spitze
Langstreckenfliigel sowie kurze, kleine Schnabel und sporenlose Stander (Raethel
1988, 2006; Peterson et al. 2002; Kohler 2008).
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Die Japanwachtelhdhne sind orangebraun, besitzen einen schwarzen Kehlkopf und
ein weilBes Halshand sowie ein variierendes Kopfmuster. Die Hennen sind den
Méannchen dhnlich, wobei das Kopfmuster weniger ausgepragt und die Farbung
sandbraun ist. Sowohl Hahne als auch Hennen haben einen kleinen und
gebogenen Schnabel. Die GroRe dieser Wachteln betragt etwa 15 bis 20
Zentimeter.

Der typische Ruf, den der Hahn von sich gibt, ist ein dreisilbiges "Pick-Wer-
Wick’, meist in der Ddmmerung zu héren. Der Ruf des Weibchens hort sich
hingegen eher wie ein Quaken an (Kohler 2008).

Die Wildform der Japanischen Wachtel stammt aus Japan, Korea und den
nordwestlich angrenzenden Gebieten. In kélterer Jahreszeit erfolgt ihr Ruckzug in
warmere Gebiete Sudasiens und Nordafrikas (Raethel 1988; Kohler 2008).
Habitate sind Grasland, niedriges Gestripp in Uferndhe oder grasdichte
Kistengebiete.

Die Japanische Wachtel (Coturnix coturnix japonica) wird seit dem 14.
Jahrhundert in Obhut des Menschen als Ziervogel gehalten, anféanglich nur als
»Singvogel“, ab dem 17. Jahrhundert schitzte man auch das Fleisch. Seit etwa
100 Jahren ist die Zucht auf eine hohe Legeleistung ausgerichtet (Raethel 2006).
Zu Beginn ihrer kommerziellen Nutzung war die Japanische Wachtel eine reine
Legewachtel, die sich durch eine hohe Legeleistung mit einem Korpergewicht von
110-150g und einem Eigewicht von 9-11g auszeichnete. Diese aus den sechziger
Jahren stammende Form wird heute als ,leichte Linie“ bezeichnet und
vornehmlich im Forschungsbereich eingesetzt.

Spéter wurde dem Schlachtkérper mehr Aufmerksamkeit gewidmet. So entstand
die heute fast ausschliellich gehaltenen Rasse "Mast- und Legewachtel’
(Zweinutzungstyp) mit einem Gewicht von 160-250g und einem Eigewicht von
12-14g, mit ausgepragter Legeleistung (Bernhardt und Kuhne 2007) sowie als
eine weitere Rasse die Fleischwachtel mit einer Korpermasse von bis zu 400g.
Die Japanische Wachtel (Coturnix coturnix japonica) ist die Stammform aller
Rassen der Lege- und Mastwachtel.

In der gewerblichen Haltung ist Intensivhaltung auf Drahtrosten mit einer
Besatzdichte von 50 bis zu 100 Tiere/m? tblich. In der Hobbyhaltung werden die
Vogel meist extensiv in VVolieren in Bodenhaltung, auch als Nebenbesatz auf dem
Boden neben anderen kleinen Vogeln und in grolRen Kafigen gehalten (Kiwitt
2006; Bernhardt und Kiihne 2007).


http://de.wikipedia.org/wiki/Schnabel
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3.2 Coturnix coturnix japonica als Versuchstier

Seit Mitte der flinziger Jahre ist die Japanische Wachtel als VVersuchstier in vielen
amerikanischen Universitats- und Industrielaboren verbreitet. Im européischen
Raum wurde sie ab 1960 als Modell- und Labortier verwendet und hat bis heute in
zahlreichen Forschungsbereichen nicht an Bedeutung verloren (Zucker et al.
1968; Huss et al. 2008; Kohler 2008).

Ihre Verwandtschaft zum Haushuhn, Gallus gallus domesticus, fihrt dazu, dass
sie fur die Verwendung in der Geflugelforschung in sehr vielen Fallen geeignet
ist. Vorteile liegen in den glnstigen Haltungsbedingungen, der geringen GrofRe
der Wachtel und dem daraus folgenden geringen Platzanspruch und Futterbedarf.
Die schnelle Embryonalentwicklung und die frihe Geschlechtsreife lassen es zu,
bei intensiver Haltung bis zu funf Generationen im Jahr nachzuziehen. In der
Regel erhalt man drei bis vier Generationen und hat dann auch die Mdglichkeit
einer gezielteren Selektion (Vogt 1968; Huss et al. 2008; Kohler 2008).

Einsatz als Versuchstier findet die Wachtel vor allem bei Untersuchungen zu
allgemeinen Fragen der Zucht, Haltung, Brut und Ernahrung. Sie steht aber auch
der Genetik und Studien zur Fortpflanzung, Endokrinologie, Immunologie,
Ophthalmologie, Pharmakologie und Toxikologie zur Verfugung (Zucker et al.
1968; Eller 1971; Ichilcik et al. 1978; Lauber und Cheng 1989; Lauber et al. 1989;
Huss et al. 2008, Varkoohi et al. 2011). Auch in der aktuellen Virus- und
Tumorforschung findet die Japanwachtel vielféltige Verwendung (Robey et al.
1982; Chambers et al. 1986; Salter et. al 1999; Jeong et al. 2009; Giannecchini et
al. 2010; Wakenell 2010). Ferner wurden diverse Wachtelzelllinien aus der
Wachtel erzeugt (z.B. CEC-32, Qt-35, Cu447/Cu48), die fur in vivo und in vitro
Untersuchungen dienen (Colwell et al. 1974; Farrow et al 1975; Sabran et al.
1979; Z6ller et al. 2000).

3.3 Erkrankungen

Die héufigsten Verluste in der Wachtelhaltung treten wohl durch Kannibalismus
und Legenot auf (L6linger und Schubert 1967; Kohler 2008). Der Kannibalismus
ergibt sich aus storenden Umweltfaktoren, meist bedingt durch defizitéres

Management, ein genetisch durch Einkreuzung bedingtes Verhaltensproblem
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einzelner Tiere oder aus offenen Verletzungen, die das Picken der anderen
auslosen (Kohler 2008). Die Legenotproblematik erklart sich in vielen Féllen
durch die Anatomie und ein zu grofRes Verhaltnis von Ei- zu Korpergewicht
(Kohler 2008).

Desweiteren treten auch bakterielle, parasitare, mykotische und viral bedingte
Krankheiten auf (Bernhardt und Kihne 2007; Kéhler 2008). Durch mangelnde
Hygiene kann es zu Kontaminationen und Infektion kommen. Salmonellose,
Kokzidiose oder Wurmbefall (z.B. Capillaria; Syngamus) werden hdaufig
beschrieben (Bernhardt und Kihne 2007; Koéhler 2008). Auch koénnen hohe
Verluste durch Aspergillose, die meist durch verdorbenes Futter ausgel6st wird,
auftreten (Kohler 2008).

Die ulzerative Enteritis, auch als "Wachtelkrankheit” bezeichnet, ist eine durch
Clostridien ausgeloste Magen-Darm-Erkrankung (Kaleta und Heffels-Redmann
2005; Bano et al. 2008; Kdhler 2008; Shivaprasad et al. 2008), die bestandsweise
auftreten kann.

Gelegentlich treten Félle von Viruserkrankungen auf, wie die Leukose, ausgelost
durch Retroviren (Kéhler 2008), die Wachtelbronchitis, deren Ursache CELO-
Viren sind (Adenoviren), die avidare Encephalomyelitis, ein Picornavirus (Jack et
al. 1994; Kohler 2008) oder auch die durch Herpesviren verursachte Marek’sche
Krankheit (Pennycott et al. 2003; Kohler 2008).

3.4 Experimentell induzierte Erkrankungen

Seit den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts werden juvenile und adulte
Wachteln zu Forschungszwecken experimentell mit Erregern infiziert, so dass
eine Vielzahl von Veroffentlichungen vorliegt. Im Folgenden sollen nur einige
exemplarisch angefuihrt werden.

Die Wachtel wurde beispielsweise erfolgreich fur Studien zu bakteriellen
Infektion mit Campylobacter jejuni (Misawa et al. 1996), Chlamydia psitttaci
(Takashima et al. 1996), Borrelien (Bishop et al. 1994; Isogai et al. 1994),
Pasteurella multocida (Glisson et al. 1989), Coxiellen (Schmatz et al. 1977),
Mycoplasmen (Koshimizu et al. 1982) oder auch Mycobacterium avium
(Holejsovsky und Svoboda 1973) verwendet.

Auch Mykosen durch Candida (Asrani et al. 1993) oder Aspergillen (Chaudhary
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et al. 1988) konnten experimentell induziert werden.

In der Wachtel wurden auch parasitére Infektionen mit Toxocara canis (Pahari
und Sasmal 1990, 1991), Cryptosporidien (Guy et al. 1987) oder Toxoplasma
gondii (Simitch et al. 1965) experimentell evaluiert.

In der avidren Virusforschung konnten erfolgreiche Transmissionen von
verschiedenen Influenzaviren (Makarova et al. 2003; Nili et al. 2007; Jeong et al.
2009; Yee et al. 2009; Cilloni et al. 2010; Giannecchini et al. 2010), dem Herpes-
Marek-Virus (Khare et al. 1975a, b; Mikami et al. 1975; Kobayashi et al. 1986;
Pradhan et al. 1987; Imai et al. 1991; Wakenell et al. 2008), dem Western Equine
Ecephalitis Virus (Eleazer et al. 1978), dem Reticuloendotheliosis Virus
(Ratnamohan et al. 1979; Barbosa et al. 2007; Santos et al. 2008), dem
Sarkomatose Virus (Pienta et Groupé 1967; Yoshikawa et al. 1976; Janes et al.
1994; Kai et al. 1995), dem Virus der Infektiésen Bursitis (Weismann und Hitcher
1978; Greenfield et al. 1986), Adenoviren (Bogomolova et al. 1974; Singh et al.
1995) oder auch Tollwutviren (Yamaoka 1962) durchfiihrt werden, um nur einige
Beispiele zu nennen. Dabei wurden die Erreger intranasal, oral oder intraokular,
aber sehr haufig auch Uber Injektionen in den Muskel, das Gehirn oder das
Abdomen verabreicht (Singh et al. 1995; Wakenell et al. 2008; Giannecchini et al.
2010).
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1. MATERIAL UND METHODEN

In einem Infektionsversuch sollte evaluiert werden, ob sich die Japanische
Wachtel (C.c. japonica) als Tiermodell fir Infektionen mit avidren Bornaviren
eignet und ob sich in der Japanischen Wachtel das klinische Bild der PDD

erzeugen lasst.

1. VERSUCHSPLANUNG

1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 35 Japanische Wachteln (Coturnix
coturnix japonica) aus der Zucht des Instituts fir Tiererndhrung der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen. Die Kiiken wurden im Alter von acht Tagen
freundlicherweise fiir das Projekt zur Verfuigung gestellt.

Nach Information des Instituts fir Tiererndhrung handelt es sich bei den
verwendeten Wachteln um eine 30 Jahre alte Inzuchtlinie, die eine “schwere
Linie” des Zweinutzungstyps reprasentiert. Das Gewicht der adulten ménnlichen
Tiere liegt in der Regel zwischen 125 und 140g, das der adulten Weibchen
zwischen 170 und 185g. Die hier verwendeten VVogel wurden mittels Kunstbrut in
handelsiiblichen Brutapparaten (J. Hempel Modell TC 2004 M) erbrutet. Der
Schlupf erfolgte nach ca. 17 Tagen Bebritungsdauer. Bis zum Transport in die
Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische acht Tage nach Schlupf
wurden die Kiken in temperierten Boxen gehalten.

In der Klinik fur Vogel wurden die Wachteln im S2-Infektionsstall in zwei
Gruppen in getrennten Raumen im Kikenring mit Wéarmestrahler aufgestallt. Sie
erhielten stets Wasser ad libitum und zundchst Aufzuchtfutter aus eigener
Herstellung des Instituts fur Tiererndhrung, ab dem zehnten Lebenstag wurde
dieses Futter mit Wachtelfutter der Firma Quiko gemischt. Die Stallabteile
wurden mit Warmestrahlern, Tiefstreu, Sandbad, Versteckmdglichkeiten,
mehreren  Futter- und  Wasserplatzen, Grit, Asten oder anderem
Beschaftigungsmaterial alters- und tierschutzgerecht ausgestattet.

Die Wachteln wurden zwei Gruppen zugeordnet. Eine erste Gruppe bestand aus
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20, die zweite aus 15 Tieren. Da das Geschlecht bei jungen Wachteln eines Alters
von acht Tagen duBerlich noch nicht zu erkennen war, erfolgte die
Gruppenverteilung zufallig. Zu einem spéateren Zeitpunkt, als das Geschlecht
anhand des Federkleides bestimmt werden konnte, zeigte sich, dass sich die
insgesamt 35 Wachteln aus 17 mannlichen und 18 weiblichen Vdgeln
zusammensetzten. In der ersten Gruppe mit 20 Tieren fanden sich elf Mannchen
und neun Weibchen, wahrend die zweite Gruppe aus sechs Hahnen und neun
Hennen bestand.

1.2 Virusmaterial

Bei dem verwendeten Virusmaterial handelt es sich um ABV Genotyp 4, und
zwar um den Stamm 6758, der aus einem naturlich mit ABV infizierten und an
PDD verstorbenen Gelbbrustara aus dem Patientengut der Klinik fir Vogel,
Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU Mainchen stammte. Das Virus
wurde am Department Virologie der Universitat Freiburg in der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. P. Stéheli in der Zelllinie CEC-32, einer Wachtelfibroblastenzelllinie,
angezichtet und anschlieBend aufgereinigt. Fir die Infektion wurde ein
Virusstock mit einem Titer von 1,7-10° ffu/ml eingesetzt.

1.3 Versuchsdurchfiihrung

Der Versuch wurde in einer Kooperation der Klinik fur Vogel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU mit dem Institut fiir Physiologie der LMU
und dem Departement Virologie der Universitat Freiburg geplant. Er wurde unter
dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-162-09 von der Regierung von Oberbayern
genehmigt.

Wahrend des Versuchs wurden die Grundsétze hygienischen Arbeitens befolgt.
Zu den beiden raumlich voneinander getrennten Stallabteilen der infizierten und
nicht-infizierten Wachteln bestand dabei eine strikte Zugangsbeschrankung. Die
Raume waren jeweils Uber eine Eingangsschleuse zu betreten, dort wurde
Schutzkleidung (Handschuhe, Uberschuhe, Overalls) angelegt und erst

anschlieRend das Stallabteil betreten. Alle Tiere wurden mit nummerierten
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Klebestreifen (Leukosilk small) am Stander individuell gekennzeichnet. In
spaterem Verlauf I6sten sich bei einigen Wachteln die Nummern, so dass bei
diesen Tieren neue mit Buchstaben (A, B, C, D) angebracht wurden. Der

Gesundheitszustand der Wachteln wurde taglich mittels Adspektion kontrolliert.

1.3.1 Experimentelle Infektion

Bei der experimentellen Infektion, bei der die Wachteln zehn Tage alt waren,
wurden pro Wachtel 50 pl des oben beschriebenen Virusstocks in PBS, das
entspricht etwa 10* ffu pro Tier, okulonasal appliziert. Die Infektion erfolgte also
intranasal und konjunktival beidseits durch Eintropfen aus einer Pipettenspitze,
indem eine Person jedes Tier einzeln fixierte und eine weitere Person die Dosis
einflhrte. Bei der Technik der ,Nasenlochtropfmethode® wird die zu
applizierende Substanz auf ein Nasenloch aufgetropft und gelangt Gber die
Choanenspalte in die Schnabelhdhle, von wo sie abgeschluckt wird (Konig et al.
2009). Bei der Verabreichung eines flissigen Mediums in ein Auge kann dieses
uber den Bindehauthautsack in den Organismus gelangen. Auf diese Weise wurde
versucht, einen natdrlicheren Infektionsweg zu imitieren und wenig invasiv
vorzugehen.

Das prinzipielle zeitliche Vorgehen wéhrend des Versuchs war, wie in Tabelle 1
dargestellt, folgendermaBen. Die 20 Tiere der oben erwahnten ersten Gruppe
wurden experimentell mit avidren Bornaviren infiziert. Die 15 Vdgel der zweiten
Gruppe wurden zunédchst samtlichst als nicht-infizierte Kontrollen verwendet.
Nach vier Wochen wurden zehn Tiere aus der ersten, experimentell infizierten
Gruppe zuféllig ausgewadhlt, euthanasiert und auf das Vorliegen einer ABV-
Infektion untersucht. Zum gleichen Zeitpunkt wurden zehn Tiere aus der bisher
nicht infizierten Kontrollgruppe, ebenfalls zufallig ausgewéhlt, entnommen und
als sogenannte , Kontakttiere zu den restlichen zehn Tieren der experimentell
infizierten Gruppe gesetzt. Die Ubrigen funf nicht infizierten Wachteln verblieben
als Kontrollgruppe von diesen Wachteln abgetrennt. Nach Ablauf weiterer vier
Wochen wurden die zehn ,,Kontakttiere® euthanasiert und auf Infektion mit ABV
uberprift. Die restlichen zehn Wachteln der Versuchsgruppe wurden nach
weiteren vier Wochen, also insgesamt 12 Wochen nach experimenteller Infektion,

euthanasiert und untersucht.
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Tabelle 1: Kurzlbersicht tber die Gruppeneinteilung und den zeitlichen Verlauf des
Versuches

Gruppe Tier-Nummer |Behandlung Euthanasie

Gruppe A Infektion mit ABV an Tag O (Woche 4

1
6
7
9

15
16
18
19
20

Gruppe B Infektion mit ABV an Tag 0 (Woche 12

2
3
4
5
8

10
11
13
14
17

Gruppe C 21|Kontakttiere, diese wurden |Woche 8
23
24
25 der Gruppe B gesetzt
26
28
30
32
33
34

in Woche 4 zu den Tieren

Gruppe D 22|Unbehandelte Kontrolltiere |Woche 12
27
29
31

Anmerkung: jeweils eine Wachtel der Gruppe A und Gruppe D verstarb vor

Abschluss des VVersuchs wahrend der Blutentnahme

1.3.2 Probenentnahmen

Zu Versuchsbeginn wurde von allen Tieren Blut und eine Kloakentupferprobe fir
den Nachweis von ABV-Antikorpern mittels ELISA und von Virus-RNA mittels
ABV-rRT-PCR genommen. Die Blutentnahme erfolgte mit 2ml Spritzen (Becton
Dickinson Company, Franklin Lakes USA) und Kanulen der GroéRe 22G (Braun
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Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) an der Vena jugularis dexter den
Standardtechniken entsprechend (Pees et al. 2003; Konig et al. 2009). Pro Tier
wurde dabei ein Volumen von maximal 0,5 % des Korpergewichts entnommen
und in Na-EDTA-GefélRe berfihrt. Das Plasma wurde durch Zentrifugieren
(Biofuge pico Herens, Kendro, Laboratory Products, Osterode, Deutschland) von
den zellularen Blutbestandteilen abgetrennt und bis zur Verwendung im ELISA
bei -20 °C gelagert. Fir die Untersuchung auf Virus-RNA wurde zusétzlich nach
der Zentrifugation die oberste Schicht der zelluldren Bestandteile als sogenannter
,,Buffy coat abpipettiert und bis zur RNA-Extraktion bei -70 °C gelagert.

Die Kloakentupferprobe wurde mit einem Metallstabchentupfer nach Einfuhren
des Stabchenkopfes am fixierten Tier durch kreisformige Bewegungen des
Tupfers entlang der Schleimhaut der Kloake entnommen. Danach wurde der
wattierte Teil mit dem anhaftenden Probenmaterial abgetrennt, in ein Eppendorf-
Gefal Gberfihrt und bis zur RNA-Extraktion ebenfalls bei -70 °C gelagert. Von
allen Wachteln wurde anschlielend in zweiwdchigen Intervallen auf die oben
beschriebene Weise Blut und Kloakentupfer entnommen und auf Antikérper und
RNA von ABYV getestet.

Am Toétungstag, nach Betaubung durch Inhalationsnarkose mit Isofluran/
Sauerstoff und fachgerechter Exartikulation, wurden wéhrend der pathologisch-
anatomischen Untersuchung von allen Tieren Organproben einer Grofie von ca.
3x3x3mm mit Sektionsbesteck moglichst steril enthommen. Dabei wurden
Proventrikulus, Ventrikulus, Dinndarm, Herz, Niere, Leber, Gehirn, Nervus
opticus, Auge und Ruckenmark einbezogen. Gewebeproben wurden fir den
spateren immunhistologischen  Nachweis von ABV-Antigen und zur
histologischen Darstellung pathologischer Verénderungen in Zambonimedium
(2% Paraformaldehyd, 15% gesattigte Pikrinsaure in 0,1 M Phosphatpuffer)
fixiert.

Von den gleichen Organen wurden aullerdem weitere Gewebeproben fiir den
RNA-Nachweis gewonnen. Die Gehirnproben der Tiere 1, 6, 7, 9, 15, 16, 18, 19,
20, 21, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 32 und 33 wurden mit der Bornavirus-rRT-PCR
untersucht. Diese Organproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C

gelagert.
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1.3.3 Klinische Untersuchung

Im Rahmen der taglichen Versorgung wurden zusatzlich zu einer Kontrolle der
Umweltbedingungen (Stallhygiene, Beleuchtung, Temperatur) die Tiere einer
Adspektion unterzogen. Die Vogel wurden dabei in der Gruppe, ohne sie
aufzuschrecken, beobachtet. Berticksichtigt wurden das Verhalten, die Verteilung
im Raum, der Allgemein- und Pflegezustand, die Ausgeglichenheit/Lebhaftigkeit,
LautiuRerungen, der Entwicklungszustand, die Bereitschaft zur Futter- und
Wasseraufnahme (Verbrauch; aktive Aufnahme), die Kotbeschaffenheit und der
Eieranfall (Redmann 2005).

Ferner wurden einzelne Tiere exemplarisch herausgefangen und einer kurzen
physischen Untersuchung unterzogen. Dabei wurde auf den Gefiederzustand, die
Korperoffnungen, das Allgemeinbefinden, eventuelle Verletzungen sowie den
Erndhrungszustand geachtet.

Zum Zeitpunkt der Probenahme, also an Tag 0 und dann vierzehntaglich wurden
alle  Wachteln auf einer Waage gewogen und mittels Palpation der
Erndhrungszustand bestimmt. Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung
wurden tabellarisch aufgezeichnet. Eine statistische  Auswertung der
durchschnittlichen Kdrpergewichte der Wachteln an den einzelnen Wiegeterminen

je nach Versuchsgruppe erfolgte nach Geschlecht getrennt.

1.3.4 Augenuntersuchung

Bevor die Wachteln gruppenweise im Abstand von vier Wochen fir die
weiterfuhrende post mortem Diagnostik euthanasiert wurden, wurden sie einer
allgemeinen und speziellen Augenuntersuchung unterzogen. Wahrend an Tag 28
nur die zehn Tiere aus der Gruppe A, die euthanasiert wurden, in die
Augenuntersuchung einbezogen wurden, wurde im weiteren Versuchsverlauf das
Protokoll so modifiziert, dass die ophthalmologische Untersuchung bei den Tieren
aller Versuchsgruppen jeweils einmal monatlich durchgefihrt wurde. Deshalb
existieren von Tag 28 nur Untersuchungsergebnisse von Gruppe A. Bei der
Augenuntersuchung, die einfach geblindet durchgefiihrt wurde, war dem
Untersucher Herrn Prof. Korbel nicht bekannt, aus welcher Versuchsgruppe die

Tiere stammten.
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Im Rahmen der allgemeinen ophthalmologischen Untersuchung wurden beide
Augen vergleichend betrachtet. Die Untersuchung des vorderen Augensegmentes
erfolgte bei gedampftem Kunstlicht unter Verwendung der (Gblichen
ZwangsmaBnahmen. Hierbei wurden auch die Ohroffnungen und der
Pupillarreflex begutachtet. Daraufhin wurde die vordere Augenkammer im
seitlich auffallenden Licht (Lichtquelle im temporalen Limbusbereich) mit
Beurteilung der vorderen Augenstrukturen bis zur Linse bei variierender
Blickrichtung des Untersuchers unter Verwendung einer Handspaltlampe (Fa.
Kowa, Tokio, Japan) untersucht. Zudem wurde die vordere Augenkammer auch
mit lateraler Transillumination und Retroillumination beurteilt. Im Anschluf an
diese allgemeine Augenuntersuchung erfolgte eine spezielle ophthalmologische
Untersuchung, bei der die Spaltlampenbiomikroskopie, die indirekte monokulare
Ophthalmoskopie mittels Diaskleralkegel (Heine, Herrsching, Deutschland) sowie
die indirekte binoklulare Ophthalmoskopie mittels Kopfbandophthalmoskop
(Mentor Corporation, Santa Barbara, USA) durchgefuihrt wurden und die Kornea,
die vordere Augenkammer, die Vorderflache der Iris und die Linse auf
Veranderungen hin untersucht wurden. Mit Hilfe eines
Kopfbandophthalmoskopes und Ophthalmoskopierlupen mit 78 und 90 Dioptrien
(Volk Optical Inc., Mentor, USA), welche zwischen das Auge des Untersuchers
und das des Vogels eingebracht wurden, erfolgte die Untersuchung des
Augenhintergrundes. Dabei wurde vor allem auf Tribungen und
unphysiologischen Inhalt des Glaskorpers geachtet (Blut, Fibrin), Veranderungen
der Retina in Form von Netzhautabldsungen, -atrophien, Entziindungen
(Chorioretinitiden, Chorioretiniden, Retiniden) und auf Veranderungen des
Pekten, wie beispielsweise partielle oder vollstdndige Abrisse, Blutungen oder
degenerative Veradnderungen geachtet.

Ferner wurde am frischtoten Tier eine Kammerwasserprobe durch Parazentese im
temporalen Limbusbereich mit einer Insulinspritze (BD Micro-Fine + Demi, 0, 3
ml, LePont de Claix Cedex, Frankreich) entnommen, in beschriftete Eppendorf-
Geféalle Uberfuhrt und fur eine spatere rRT-PCR-Untersuchung bei -70 °C
tiefgekuhlt. Eine Kammerwasseruntersuchung mit der Bornavirus-rRT-PCR
wurde von den Proben der Tiere 21, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 32 und 33
durchgefinhrt.
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1.3.5 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Vor der Sektion wurde jeder Vogel gewogen sowie einer genauen &uf3erlichen
Untersuchung unterzogen. Dabei wurden die Korperoffnungen betrachtet, der
Gefiederzustand beurteilt, auf mogliche Verletzungen geachtet und der
Ernahrungs- und Allgemeinzustand untersucht.

Nach erfolgter Euthanasie wurde zunéchst das Gefieder befeuchtet und der Vogel
in Rlckenlage positioniert. Die Federn wurden im ventralen Korperbereich vom
kranialen Halsanfang bis kurz vor die Kloake entfernt (Autorenkollegium 2005).
Die Eroffnung des Tierkdrpers erfolgte mit einem paramedianen Schnitt entlang
der Carina sterni bis zur Kloakentffnung. Die Haut im ventralen Rumpfbereich
wurde stumpf abgelost. Dann wurden die Exartikulation der Huftgelenke sowie
die Durchtrennung der Muskulatur und Knochen des Schultergurtels, der
Brustwand und der Bauchdeckenwand vorgenommen. Durch Wegklappen des
abgesetzten Brustbeines mit anhaftender Muskulatur nach kranial konnte die
Leibeshohle freigelegt und makroskopisch beurteilt werden.

AnschlieBend erfolgte eine Exenteration von Herz und Herzbeutel nach
Durchtrennung der StammgeféaRe. So konnte das Organ genauer untersucht und
interpretiert werden. Hiernach wurde die Leber entnommen und einer Bewertung
unterzogen. Weiterhin wurde der Driisenmagen vom Osophagus getrennt und der
gesamte Magendarmtrakt vollstandig nach kaudal verlagert. Auf diese Weise
konnten die weiter dorsal liegenden Organe entnommen und untersucht werden.
Der Darmkanal wurde durch Ldsen der Darmschlingen vom Gekrdse ausgebreitet
und begutachtet. AuRerdem wurden die Geschlechts- und Ausscheidungsorgane
beurteilt.

Am exartikulierten Kopf wurden die Schédelkalotte und die diese bedeckende
Haut zur Er6ffnung durchtrennt, so dass das Gehirn vorsichtig herausgeldst und in
toto untersucht werden konnte. Desweiteren wurden die Bulbi mit Sehnerv
sorgfaltig freiprépariert und bewertet.

Wahrend der Sektion wurden von jedem Vogel, wie unter ,,Probenentnahme*
(1.3.2) bereits beschrieben, zehn Organproben in zweifacher Ausfihrung
entnommen, einmal fur die Anfertigung histologischer und immunhistologischer
Schnitte und zum anderen fur eine mogliche Untersuchung mittels rRT-PCR.
Diese Proben wurden moglichst steril mit Sektionsbesteck enthnommen und in

eigens daflr vorbereiteten beschrifteten Eppendorf-Gefalle asserviert und
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tiefgekuhlt. Hierbei handelte es sich um Gewebeentnahmen von Herz, Leber,
Niere, Drusenmagen, Muskelmagen, Dinndarm und Gehirn. Ferner wurde durch
Freilegen der Wirbelséule ein jeweils mittleres Stick mit Rickenmark
herausgeldst, um diesen ZNS-Anteil fir weiterfihrende Untersuchungen zu
gewinnen. Dazu wurden auch die beiden Augen mit Sehnerv zurtickbehalten und

tiefgekuhlt gelagert.

1.3.6 ABV-RNA-Nachweis

Zum Nachweis von Virus-RNA wurden Organproben, Blutproben (,,Buffy coat®)
und Kloakentupferproben, die wie bereits dargestellt entnommen worden waren,
verwendet. Aus diesen Proben wurde zundchst die Gesamt-RNA extrahiert und
diese dann mittels Reverser Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. Die so
erhaltene cDNA wurde dann in der rRT-PCR fir die Amplifikation von ABV-
Genom eingesetzt.

Die RNA-Extraktionen aus Organen und Blutproben wurden mit dem RNeasy-Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland), die aus Kloakentupferproben mittels QlAamp
Viral RNA Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) jeweils gemaR der
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Bei der Extraktion wurden stets
Negativkontrollen mitgefiihrt.

Die Reverse Transkription wurde mit Random Hexamer Primern (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) unter Verwendung von M-MLV-Reverse Transkriptase
(Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Standardprotokoll vollzogen. Dabei wurde
neben den Negativkontrollen aus der Extraktion auch eine RT-Positivkontrolle,
die ABV-RNA enthielt, einbezogen.

Bei der rRT-PCR wurde das Primer-Sonden-Set 1034/1322 (forward:
5’CAGACAGCACGTCGAGTGAGA-3’, reverse: 5’AGTTAGGGCCTCCC-
TGGGTAT-3’; Sonde: 6FAM-AGGTCCCCGCGAAGGAAGCGA-TMR) wie
bei Honkavuori et al. (2008) beschrieben, verwendet. In einem 25 pl-Ansatz
wurden dabei jeweils 0,15 pul (50 uM) der beiden Primer, 0,25 pl (20 mM) Sonde,
0,3 pl dNTP (25 mM, each) und 0,625 u HotStar Tag-Polymerase (Qiagen,
Hilden, Deutschland) bei 3 mM Mg-lonen eingesetzt. Nach einer initialen
Denaturierung fur 15 min bei 95 °C wurden 50 Zyklen aus jeweils 30s
Denaturierung bei 95 °C, Annealing bei 50 °C und Elongation bei 72 °C
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durchgefuhrt. Die Amplifikationen erfolgte im Realtime-PCR-Gerdt Mx3000 P
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) und wurden mit der zugehorigen
MxPro Software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ausgewertet. Eine
Reaktion wurde dann als positiv bewertet, wenn die Fluoreszenz bei sigmoidem
Kurvenverlauf den Fluoreszenz-Schwellenwert (iberschritt.

Neben den Extraktions-Negativkontrollen und der RT-Positivkontrolle wurde
auch ein Positivkontrollansatz fir die PCR mitgefuhrt. Dabei handelte es sich um
ein Plasmid, in das ABV-PCR-Produkt einligiert worden war. Dieses Plasmid
wurde freundlicherweise von Dr. Thomas Briese und Dr. Kirsi Honkavuori,

Universitat Columbia, New York, USA, zur Verflgung gestellt.

1.3.7 ELISA
1.3.7.1 ABV-N Protein

Als Antigen fir die serologischen Untersuchungen wurde ein rekombinantes N-
Protein des avidren Bornavirus verwendet, das in E. coli als His-Tag-Protein
exprimiert worden war (Reuter et al. 2010). Affinitdtschromatographisch
gereinigtes N-Protein wurde freundlicher Weise von Prof. Dr. Peter Staheli,

Department Virologie der Universitat Freiburg, zur Verfugung gestellt.

1.3.7.2 Gewinnung von Kontrollseren

ABV-Antikorper-negative und -positive Seren wurden aus einer Wachtel (Tier #
998) gewonnen. Dazu wurde der Wachtel vor der Immunisierung zunéchst Blut
fur die Gewinnung des Prdimmunserums (Negativserums) entnommen. Die
Wachtel wurde anschlieBend i.m. in den Brustmuskel immunisiert. Appliziert
wurden jeweils 100 ug ABV-N Protein in FIA (Freund's incomplete adjuvant) in
einem Volumen von 200 pl an zwei Stellen. Drei und sechs Wochen nach der
Erstimmunisierung wurde die Wachtel mit der gleichen Antigenformulierung auf
dem gleichen Weg Booster-immunisiert. 14 Tage nach der letzten Immunisierung
erfolgte die Entnahme des Immunserums. Alle Serumproben wurden aliquotiert

und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.
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Die Anzeige flr die Gewinnung von Antiseren wird unter dem Geschéftszeichen
55.2-1-54-2531.6-12-09 bei der Regierung von Oberbayern gefihrt.

1.3.7.3 Anti-ABV-N ELISA

Der ELISA wurde am Institut fur Tierphysiologie der LMU Mdnchen in der
Arbeitsgruppe Prof. B. Kaspers durchgefuhrt. Dabei erfolgte eine exemplarische
Untersuchung der Serumproben der Wachteln aus der Kontroll-, Kontakt- und
experimentellen Infektionsgruppe bis zum Tag 70.

96-Loch-Mikrotiterplatten (MaxiSorp, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) wurden
uber Nacht mit 5ug/ml rekombinantem ABV-N Protein in Carbonatpuffer (pH
9.6) beschichtet (100 ul pro Kavitét), anschlieBend mit PBS-T gewaschen und fur
eine Stunde bei 37°C mit 4% Magermilch in PBS blockiert. AnschlieBend wurden
die Proben in einer 1:20 (Tag 0, 14, 28) Vorverdinnung in PBS-T auf die Platten
aufgetragen und eine log2-Verdinnungsreihe angelegt. Das Positiv- und das
Negativkontrollserum wurden jeweils 1:100 vorverdinnt und ebenfalls log2
weiterverdiinnt. In einigen Versuchen (Tag 42, 56, 70) wurden die Proben
lediglich in einer 1:20 und 1:100 Verdinnung in Doppelansédtzen analysiert. Die
Inkubation erfolgte fir eine Stunde bei 37°C. Nach dem Waschen folgte eine
einstiindige Inkubation bei 37°C mit einem monoklonalen Anti-Wachtel-IgY
Antikdrpers WAB (1 pg/ml in PBS-T, 100 ul pro Kavitat; Arbeitsgruppe Kaspers,
Institut fur Tierphysiologie, LMU, Munchen). Nach dem erneuten Waschen
wurde die Platte mit einem POD-konjugierten Ziegen-Anti-Maus-1gG Antikorper
(1:10.000 in PBS-T, 100 pl pro Kavitat, Jackson Laboratories 715-035-146, USA)
fur eine Stunde bei 37°C inkubiert, anschlieBend gewaschen und mit
Tetramethylbenzidine entwickelt (TMB, Applichem, Darmstadt, Deutschland).
Die Reaktion wurde nach zehn Minuten durch Zugabe von 50 ul einer 1 M H,SO4
gestoppt. Zur Erfassung unspezifischer Bindungen wurde eine weitere Platte wie
beschrieben bearbeitet, jedoch ohne Beschichtung mit dem rekombinanten ABV-
N-Antigen (Siehe hierzu auch Tabelle 2). Die Messung der optischen Dichte
erfolgte bei 450 nm im ELISA-Reader (Spectra Classic, Spectra Classic,
Firmware: VV2.02, XReas Plus Version V 4.11).

Zur Berechnung des Grenzwerts fir die Diskriminierung von positiven und

negativen Seren wurde der Mittelwert der OD des Praimmunserums (# 998) bei


http://de.wikipedia.org/wiki/Mikrotiterplatte
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einer 1:100 Verdunnung berechnet und das 5-fache der Standardabweichung
addiert.

Tabelle 2 Aufbau des ELISAs zum Nachweis von Wachtel-Anti-ABV-N

Beschichtung 2 Platten mit ABV-N,
5ug/ml
1 Platte ohne Beschichtung

Blockierung 4% Magemilch

Negativkontrolle Praimmunserum 998 in PBS-T log2
1:100

Positivkontrolle Immunserum 998 vom in PBS log 2
1:100

Proben Proben Tag 0, 14, 28, 42, 56 und 70 jeweils
1:20 & 1:100 in PBS-T

2. Antikorper a-Wachtel-1gG, 1pg/ml

Detektion gt-a-m-POD 1:10000 in PBS-T

Entwicklung 10 Min. mit TMB

1.3.8 Histologie

Fur die histologische Untersuchung wurden die wahrend der anatomisch-
pathologischen Untersuchung gewonnenen Organproben (Auge, Sehnerv, Gehirn,
Rickenmark, Leber, Herz, Niere, Dinndarm, Drisenmagen, Muskelmagen) in
Zambonimedium (2% Paraformaldehyd, 15% gesattigte Pikrinsdure in 0,1 M
Phosphatpuffer) fiir 48 Stunden eingelegt. Nach Zuschnitt und teilweiser
Zusammenfassung ahnlicher Gewebestrukturen (Leber/Niere; Drisenmagen/
Dunndarm; Herz/Muskelmagen) wurden die Proben mit dem Tissue-Tek VIP
Sakura Bayer Diagnostics (Leverkusen, Deutschland) entwaéssert und mit
flussigem Paraffin imprégniert. Mit dem Einbettungsautomat (Shandon
Histocentre, Thermofisher Scientific, Minnesota, USA) wurden die so
vorbereiteten Probenstiicke nach Standardprotokoll in Paraffin eingeblockt
(Mulisch und Welsch 2010). Nach Aushértung wurden zundchst mit dem
Mikrotom von Reichert und Jung (Wien, Osterreich) 4um dicke Schnitte
angefertigt, auf Glasobjekttragern (Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland)
aufgezogen, deparaffiniert, rehydriert und mit dem Hamatoxilin/Eosin-Verfahren
eingefarbt.

Die mikroskopische Auswertung dieser Gewebeschnitte erfolgte mit einem
Laborlux S Leitz Mikroskop (Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland).
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1.3.9 Immunhistologie

Bei der Durchfiihrung der Immunhistologie wurden neben den Gewebeproben der
Wachteln stets auch ABV-haltige Gewebeschnitte von Papageien als
Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Gewebeproben wurden fir 48 Stunden in
Zambonimedium (2% Paraformaldehyd, 15% gesattigte Pikrinsdure in 0,1 M
Phosphatpuffer) fixiert. Augen und Proben mit Knochenanteil (Rickenmark)
wurden mit Hilfe von Osteosoft (Merck, Darmstadt, Deutschland) dekalzifiziert.
Die Proben wurden, wie bereits beschrieben, entwéssert und in Paraffin
eingebettet, in 4um dicken Schnitten auf adhésive Glaser (Menzel Glaser,
Braunschweig, Deutschland) aufgebracht, deparaffiniert und rehydriert.

Fur die immunhistologische Farbung wurde zun&chst die endogene Peroxidase
durch 0, 3% Hydrogenperoxid blockiert. Darauf folgte eine 45-mindtige
Inkubation der Schnitte mit 100% Ziegenserum (Biowest, Nuaillé, Frankreich).
Um eventuell vorhandene avidre Bornavirus-Antigene zu erkennen, wurde ein
polyklonaler Antikdrper verwendet, der in einem Kaninchen hergestellt wurde
und sich gegen rekombinantes ABV-N Protein richtet. Dieses N Protein war in
E.coli als His-tagged Fusionsprotein hergestellt worden (Reuter et al. 2010).
Bereits vor der Immunisierung mit N-Protein wurde von diesem Kaninchen
Serum gewonnen, das sogenannte Pra-Immunserum. Dieses Serum wurde als
Kontrolle fiir unspezifische Hintergrundfarbungen eingesetzt. Das Anti-N- und
das Pra-Immunserum wurden von Prof. Dr. Bernd Kaspers (Institut fir
Tierphysiologie der LMU) zur Verfugung gestellt.

Die vorliegenden Schnitte wurden zwei Stunden lang bei Raumtemperatur mit
Primérantikorper inkubiert und dann dreimal in PBS gewaschen (pH 7,4). Eine
weitere Inkubation von 30 Minuten mit biotinyliertem Anti-Kaninchen 1gG
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) in 1:100 Verdiunnung schloss sich an.
Die nachfolgende Farbung wurde mit dem Vectastain ABC-Kit (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) der Herstelleranleitung folgend vorgenommen.
Um die stattfindende Reaktion sichtbar zu machen, wurde braunes Chromogen
3,3-Diaminodenzidine  (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Fr
melaninhaltige Gewebeschnitte wurde stattdessen das Peroxidasesubstrat-Kit
Vector NovaRED (Vector Laboratories, Burlingame, USA) verwendet.
AbschlieBend fand eine Gegenfarbung mit Haematoxylin statt. Die Objekttrager
wurden dann mit Eukitt EinschluBharz (Kindler, Freiburg, Deutschland)
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eingedeckelt. Die mikroskopische Untersuchung der Gewebeschnitte wurde mit

einem Laborlux S Leitz (s.0.) durchgefiihrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Klinische Untersuchung und Gewichtsentwicklung

Die klinischen Beobachtungen im Rahmen der téglichen Versorgung und der
zweiwochentlichen Probenentnahme, bei der jedes Tier einzeln einer genauen
Untersuchung und Palpation unterzogen werden konnte, gaben keinerlei Hinweise
auf eine Erkrankung vergleichbar mit einer PDD. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum  wurde das Verhalten als aufmerksam, das
Allgemeinbefinden und der Pflegezustand als gut sowie die Futter- und
Wasseraufnahme als unauffallig beurteilt. Bis auf Pickverletzungen an den
Augenlidern der mannlichen Tiere, die auf Rangordnungskampfe zurtickzufiihren
waren, sowie federlose Stellen waren keine Beeintrachtigungen des
Gesundheitszustandes erkennbar. Die einzige Ausnahme stellte ein Tier aus der
Kontrollgruppe, die Wachtel Nummer 22, dar, die wegen einer Kopfverletzung
chirurgisch versorgt werden musste. Dieses weibliche Tier verblieb einige Tage in
stationdrer Behandlung in der Station fur Vogel der Klinik fir Végel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische und wurde hier mit Antibiotika (Enrofloxacin 25mg/kg
KM), Schmerzmedikation (Meloxicam 0,5mg/kg KM) sowie Infusionstherapie
mit Ringer Lactat (25ml/kg KM) versorgt, bevor es in die Gruppe zurtickgesetzt
wurde.

Wie in Tabelle 3 dargestellt, lagen die durchschnittlichen Koérpergewichte der
Wachteln an Tag 0, also in einem Alter der Wachteln von zehn Tagen, zwischen
49g und 56g. Ab Tag 28 bis zum Versuchsende variierte das durchschnittliche
Korpergewicht bei den Hennen von 110g bis 153g. Bei den ménnlichen Wachteln
wurden in diesem Zeitraum durchschnittliche Korpergewichte von 97g bis 124g
gemessen. Sowohl bei den weiblichen als auch bei den mannlichen Wachteln
wurden im Versuchszeitraum keine signifikanten Unterschiede im Korpergewicht

in Abhangigkeit von der Versuchsgruppe festgestellt.
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Tabelle 3 Arithmetische Mittelwerte der Gewichte (g) der mannlichen und weiblichen
Tiere der Gruppen mit experimenteller Virusapplikation (Gruppe A und B, "infiziert "),

der Kontakttiere (Gruppe C, "Kontakt") und der Kontrolltiere (Gruppe D, " Kontrolle")

mit Standardabweichung SD

Datum & infiziert & Kontakt JdKontrolle | Q infiziert Q Kontakt QKontrolle
Tag 0 50,8 54,43 49,81 56,13 55,84 51,46

(+1- 4,37) (+/-5,62) (+/-1,85) (+/- 4,68) (+/- 4,55) (+1-1,2)
Tag 14 102 98,35 90,5 108,13 101,14 94

(+/- 6,99) (+/-3,86) (+/-10,61) | (+/-8,22) (+/-9,39) (+/- 8,49)
Tag 28 97,91 119,25 109,5 121,62 1331 1235

(+1-5,01) (+1- 4,9) (+1-7,78) (+1-7,66) (+/-14,36) | (+/-6,85)
Tag 42 120,8 117 1135 140,67 1395 122

(+1- 7,56) (+1- 3,83) (+1- 3,55) (+1-20,53) | (+/-12,93) | (+/-6,63)
Tag 56 1235 1135 1195 110,8 1313 1285

(+1- 6,07) (+1- 2,38) (+-0,71) (+1-15,61) | (+-1117) | (+/-9,19)
Tag 70 1235 1115 1525 1275

(+1- 8,17) (+1-7,78) (+1-7,19) (+1-0,71)
Tag 84 124 1145 1535 129

(+/-8,22) (+/- 6,36) (+1- 6,14) (+/- 1,41)
2. Augenuntersuchung
Bei der Augenuntersuchung fielen als haufigste Veranderung fokale

Chorioretinitiden auf. Desweitern waren vereinzelt Lid- und Lidrandverletzungen
durch Picken, Odeme auf der Kornea, Einblutungen im Augenhintergrund und
Irisdepigmentierung zu sehen.  Augenverdnderungen kamen in allen
Versuchsgruppen, also sowohl bei den experimentell infizierten Tieren als auch in
der Kontakt- und Kontrollgruppe vor. Vier Wochen nach Infektion lagen
Untersuchungsergebnisse nur flr Tiere der Gruppe A, also der Infektionsgruppe
vor. Zu diesem Zeitpunkt zeigten 67% der Tiere mindestens eine der unten
angefuhrten Augenveranderungen. Nach acht Wochen wurde bei 60% der Tiere in
Gruppe B (infizierte Gruppe) und bei 33% der Wachteln aus der Gruppe C
(Kontaktgruppe) Augenveranderungen festgestellt. In  der Gruppe D
(Kontrollgruppe) hatte kein Tier eine Auffalligkeit. Nach 12 Wochen wiesen nur
noch 30% der Wachteln aus der Gruppe B (infizierte Gruppe), aber alle der

Gruppe D Augenveranderungen auf. Art und Weise der Verédnderungen werden
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im Folgenden fir jedes einzelne Tier angefihrt.

An Tag 28 post infectionem, an dem neun Tiere der Gruppe A einbezogen wurden
(das zehnte Tier aus dieser Gruppe war bei der Blutentnahme verstorben) wurden
bei zwei Tieren (19, 20) keine Augenveranderungen festgestellt. Bei einer
Wachtel (7) war das rechte Auge ohne besonderen Befund, das linke Auge konnte
wegen schlechter Einsehbarkeit nicht beurteilt werden. Bei funf Tieren wurden
Chorioretinitiden, davon bei vier Wachteln (9, 15, 16, 18) beidseits und bei einer
nur auf dem linken Auge (1) beobachtet. Eine Wachtel zeigte auf dem rechten
Auge ein Odem sowie eine Einblutung im Augenhintergrund (6).

Bei der zweiten Augenuntersuchung acht Wochen nach Versuchsbeginn wurden
in der experimentell infizierten Gruppe B bei vier Tieren (2, 4, 5, 17) keine
Veranderung und bei sechs Tieren Chorioretinitiden beobachtet, davon bei funf
beidseits (3, 10, 11, 13, A) und bei einer Wachtel (8) nur auf dem linken Auge. In
der Gruppe C der Kontakttiere fielen drei Tiere (21, 25, 28) ohne
Augenveranderugen und sechs mit Chorioretinitiden auf, bei vier beidseits (23,
24, 26, 33), bei zwei einseitig links (30, 32). Ein Tier zeigte eine Pickverletzung
am linken Augenlid (26). In der Kontrollgruppe wurden bei keinem Vogel
Veranderungen der Augen festgestellt.

12 Wochen p.i. zeigten sich bei den verbliebenen Wachteln aus der experimentell
infizierten Gruppe B sieben Tiere ohne Augenveranderungen (3, 4, 8, 14, A, B, C
- einigen Tiere fehlte die Leukosilkmarkierung am Fu und die Nummern konnten
nicht mehr zugeordnet werden, so wurden Buchstaben verwendet). Bei einem Tier
(10) wurde eine Chorioretinitis in beiden Augen und bei einem weiteren Tier (5)
eine Irisdepigmentierung sowie eine Lidrandverletzung am linken Auge
festgestellt. Tier D hatte ein Lidédem am linken Auge. Die vier Kontrolltiere
zeigten Chorioretinitiden beidseits (31), nur rechts (27, 29) oder nur links (22).

2. Pathologie

Im Rahmen des Versuchs wurden zehn experimentell infizierte Tiere (Gruppe A)
nach vier Wochen, zehn Kontakttiere nach acht Wochen und die restlichen Tiere
nach zwolf Wochen euthanasiert und makroskopisch untersucht. Ausgeprégte

Dilatationen der Mé&gen und/oder Kachexie, also typische PDD-Verénderungen,
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kamen nicht vor. Andersartige pathologische Veranderungen wurden in allen
Gruppen dokumentiert, gehdauft jedoch den experimentell infizierten Gruppen A
und B. Bis auf ein Tier zeigten alle Wachteln VVerédnderungen. In der Gruppe C der
Kontakttiere waren 50% der Tiere ohne makroskopische Veranderung (flnf von
zehn Tieren) ebenso wie in der Gruppe D der Kontakttiere (zwei von vier Tieren).
Wie in Tabelle 4 fur jedes Tier im Einzelnen dargestellt ist, waren die h&ufigsten
Verénderungen an den Nieren, dem Magendarmtrakt und der Leber zu finden.
Gruppe A und B (Virusapplikation an Tag 0):

Die Tiere, die vier Wochen p.i. euthanasiert wurden (1, 6, 7, 9, 15, 16, 18, 19, 20),
zeigten vermehrt und massivere makroskopische Auffélligkeiten an ihren
Organen, als die Tiere, die 12 Wochen p.i. lebten (3, 4, 5, 8, 10, 14, A, B, C, D).
In diesen Gruppen A und B war lediglich ein Tier ohne besonderen Befund. Bei
vier Tieren aus der Gruppe A, die vier Wochen post infektionem euthanasiert
wurde, wurden sehr deutliche Organveranderungen gefunden.

Gruppe C (Kontaktgruppe) und Gruppe D (Kontrollgruppe):

Bei den Tieren der Gruppe C (21, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 32, 33, 34), konnten acht
Wochen nach Versuchsbeginn nur wenige pathologische Veranderungen in der
Sektion beschrieben werden. Bei funf Tieren wurden keine Veranderungen
festgestellt. Auch die Tiere der Gruppe D hatten nach zwdlf Wochen nur wenige
und geringgradige Veranderungen, zwei von vier Tieren waren ohne
pathologischen Befund.

Die Kontakt- und Kontrolltiere zeigten demnach insgesamt weniger und
geringgradigere pathologische Veranderungen als die Tiere der experimentell
infizierten Gruppe, bei denen die Tiere der Gruppe A nach vier Wochen vermehrt
pathologische Veranderungen aufwiesen, vier sogar in hochgradigem MaR, als die
Tiere der Gruppe B, die nach 12 Wochen euthanasiert und pathologisch

untersucht wurden.
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Tabelle 4 Ubersicht der Organveranderungen, die bei den einzelnen Versuchswachteln
festgestellten wurden, Nummern der experimentell infizierten Gruppen A + B in roter,
Nummern der Kontaktgruppe C in schwarzer Schrift, Nummern der Kontrolltiere D gelb
markiert, Kennzeichnung mit + bei Vorkommen der Verdnderung, Angabe des
Zeitpunktes der Euthanasie (Z.E.) in Wochen (4, 8, 12 Wochen)
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3. Bornavirus -rRT-PCR

Bei der Untersuchung zum Nachweis von ABV-RNA mittels rRT-PCR nach
Honkavuori et al. (2008) wurden 141 Blut- und 145 Kloakentupferproben
einbezogen, also alle im Versuchszeitraum von den Wachteln genommene Proben
dieser Art. AuBerdem wurden stichprobenhaft neun Kammerwasserproben, die
von den Wachteln 21, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 32 und 33 stammten, und 18
Gehirngewebeproben von den Tieren 1, 6, 7, 9, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25,
26, 28, 30, 32 und 33 einbezogen. RNA von avidren Bornaviren wurde in den
untersuchten Proben weder in Blut- und Kloakentupferproben noch in
Kammerwasser oder Gehirn nachgewiesen. Die verwendeten Positivkontrollen

zeigten stets positive Amplifikationssignale mit den erwarteten Ct-Werten.

4. Serologie

Exemplarisch wurden Seren der Tiere aus der Kontroll-, Kontakt- sowie der
experimentell infizierten Gruppe von Tag 0, 14, 28 (hier jeweils Proben der aus
der infizierten Gruppe 1, 7, 9, 15, 16, 19, 20), Tag 42 (Proben aus der infizierten
Gruppe und der Kontrollgruppe 2, 3, 5, 8, 10, 11, 13, 14, A, 22, 27, 29, 31), Tag
56 (Proben der Kontaktgruppe 21, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 32, 33, B) und Tag 70
(Proben der infizierten Gruppe und der Kontrollgruppe 4, 5, 8, 10, 11 13, 14, A,
B, 22, 27, 29, 31) in die Untersuchung mittels ELISA mit einer 1:20 log2-
Verdunnung (Tag 0, 14, 28) bzw. mit einer 1:100 log2-Verdiinnung (Tag 42, 56,
70) einbezogen (Tabelle 5, Abbildung 2 - 7).

In den untersuchten Seren aller Versuchsgruppen konnten keine ABV-
spezifischen Antikoérper nachgewiesen werden. Die gemessenen OD-Werte der
Wachtelseren lagen fast ausnahmslos unter dem ,,Cut off* von 0,39 OD fir die
Diskriminierung von positiven und negativen Seren, der als Mittelwert der OD
des Praimmunserums (# 998) bei einer 1:100 Verdunnung plus der 5-fachen
Standardabweichung berechnet wurde.

Die Ergebnisse der Messung der exemplarisch ausgewahlten Wachtelseren aus
den verschiedenen Gruppen lagen auch bei einer Serumverdinnung von 1:20 mit
einer Ausnahme immer in einem Bereich bis etwa 0,3 OD. Nur das Serum der
Wachtel 21 (ein Tier der Kontaktgruppe) an Tag 56 erreichte eine OD von 0,5595.
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Im Versuchszeitraum, also von Tag O Gber Tag 14, 28, 42 und 56 bis zu Tag 70
wurde bei den Seren der Versuchswachteln kein auffalliger Anstieg der OD-Werte
beobachtet.

Die Positivkontrolle 998 stellte sich bei allen Messungen mit deutlich héherer
Absorption als die Wachtelseren dar, und zwar sogar noch bei einer
Verdinnungsstufe von 1: 2560. Die OD der Positivkontrolle verringerte sich
dabei mit zunehmender Verdunnung.

Bei der Untersuchung der Seren auf einer Platte ohne Antigenbeschichtung
wurden stets OD-Werte in einer Hohe von etwa 0,02 bis 0,06 gemessen, auch bei
der verwendeten Positivkontrolle. Die OD-Werte lagen damit meist deutlich
niedriger als die OD-Werte, die bei Einsatz des ABV-Antigens ermittelt wurden.
Dieser Unterschied fiel bei der Positivkontrolle besonders deutlich aus. Es
ergaben sich also keine Hinweise auf unspezifische Reaktionen der Seren mit

Proteinen der verwendeten Puffer oder mit der ELISA-Platte.

Tabelle 5: Mittelwerte der OD mit SD exemplarischer ELISA-Untersuchungen aus den
einzelnen Versuchsgruppen mit Angabe der Maximalwerte des jeweiligen

Untersuchungstages

Tag 998 998PI Kontrollegruppe | Kontaktgruppe | Infektiongruppe

0 2,9930 0,2280 0,2744

+/- 0,0378
Maximalwert
Tier 9: 0,35

14 2,6980 0,1380 0,2039

+/- 0,0473
Maximalwert
Tier 9: 0,29

28 2,4910 0,1250 0,1989

+/- 0,0479
Maximalwert
Tier 18: 0,269

42 2,5985 0,139 0,165 0,174

+/- 0,057 +/- 0,061
Maximalwert Maximalwert
Tier 27: 0,213 Tier 14: 0,284

56 2,446 0,076 0,216

+/- 0,136
Maximalwert
Tier 21: 0,559

70 2,5985 0,139 0,113 0,173

+/- 0,03 +/- 0,097
Maximalwert Maximalwert
Tier 27: 0,1515 Tier 10: 0,2565
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Abbildung 1: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 0 von PI 998, 998 und von

Tieren aus der Infektionsgruppe
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Abbildung 2: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 14 von Pl 998, 998 und

von Tieren aus der Infektionsgruppe
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Abbildung 3: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 28 von Pl 998, 998 und

von Tieren aus der Infektionsgruppe
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Abbildung 4: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 42 von Pl 998, 998 und von Tieren

aus der Infektionsgruppe und Kontrollgruppe (alle)
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Abbildung 5: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 56 von Pl 998, 998 und
von Tieren aus der Kontaktgruppe
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Abbildung 6: Im ABV-ELISA ermittelte Absorptionen an Tag 70 von Pl 998, 998 und von Tieren
aus der Infektionsgruppe und Kontrollgruppe (alle)
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5. Histologie

Exemplarisch wurden die Organproben von drei Tieren ausgewahlt und
untersucht. Tier 9 hatte in der Augenuntersuchung beidseits Chorioretinitis und in
der pathologisch-anatomischen Untersuchung Aufféalligkeiten an der Leber und
der Niere gezeigt. Dieser Vogel wurde an Tag 28 euthanasiert.

Tier 10 hatte beidseits eine Chorioretinitis. In der Sektion waren zudem eine
Fettleber sowie ein gefaligezeichneter Driisenmagen und aufgegaste Blinddarme
aufgefallen. Dieses Tier wurde an Tag 84 p.i. euthanasiert. Beide Wachteln
gehorten zu den Gruppen der experimentell infizierten Tiere, ihnen war das
Virusmaterial in PBS okulonasal appliziert worden.

Bei Tier 21 waren in der Sektion keine pathologischen Befunde erhoben worden.
Eine Chorioretinitis war an beiden Augen aufgetreten. Dieses Tier gehdrte zur
Kontaktgruppe, wurde acht Wochen nach Versuchsbeginn euthanasiert und hatte
einen vierwochigen Kontakt zu der Gruppe, der das Virusmaterial okulonasal
eingetropft wurde.

Die Beurteilung der histologischen Schnittpréparate wurde freundlicherweise von
Frau Prof. Helga Gerlach durchgeftihrt.

Tier 9, infizierte Gruppe:

Herz: 0.b.B.

Leber: leichte Fettleber; méaRige Stauungshyperdmie; vereinzelte Hepatozyten
und Kupffer'sche Sternzellen zeigen winzige braune Partikel in Kern und/oder
Zytoplasma

Niere: maRige Stauungshyperamie; Glomeruli 0.b.B.; Tubuli 0.b.B.

Muskelmagen: 0.b.B.

Driilsenmagen: 0.h.B.

Duodenum: beginnende Autolyse

Ruckenmark: 0.b.B.; einige Ependymzellen mit winzigen braunen Partikelnim
Zytoplasma

Gehirn: Cerebrum mit Proliferation und Syncytien von Ependymzellen; sonst
0.b.B.

Auge: nicht beurteilbar

Beurteilung
- Verschiedene Organe mit Zellen, die winzige braune Partikel zeigen
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- Leichte Fettleber

Tier 10, infizierte Gruppe:

Herz: Verlust der Querstreifung

Niere: Stauungshyperdmie; viele Venen ganz oder teilweise leer; Glomeruli
0.b.B.; Tubuli 0.b.B.

Leber: Stauungshyperamie; maiige Fettleber

Muskelmagen: 6dematdse Auerbach'sche Ganglien, neuropile Vakuolisierung,

Anhaufung von Zellen ohne Differenzierungsmoglichkeit; an Stellen mit
abgeloster Koilinschicht ist der Mukosasaum braunlich gefarbt

Driisenmagen: 0.b.B.

Duodenum: 0.h.B.
Rickenmark: 0.b.B.
Gehirn: Cerebellum: Schlitze in einigen groRen Neuronen im Zentrallobus;
Cerebrum: Dilatation von Virchow-Robin'schen Rdumen; Proliferation und
Syncytia von Ependymzellen
Auge: nicht beurteilbar
Beurteilung
- Auerbach'sche Ganglien und Nervenstrange ddematts und Hyperplasie der
Schwann-Zellen
- Cerebellum mit Degeneration einiger Mitochondrien in groRen Neuronen
- Proliferation und Syncytienbildung von Ependymzellen
- MaéRige Fettleber

Tier 21, Kontaktgruppe

Herz: o.b.B.

Leber: maRige Stauungshyperdmie; maRige Fettleber; in einigen Randgebieten
Hepatozyten mit leicht braunlich geféarbtem Zytoplasma

Niere: Stauungshyperamie; Glomeruli liegen fest in ihren Kapseln; einzelne
Epithelzellen der parietalen Membran sind geschwollen und leicht braun gefarbt;
die proximalen Tubuli und einige Sammelréhrchen zeigen Epithelzellen, die mit
braunlich geféarbten Partikeln "schaumig™ geflllt sind; in der HE-Farbung fehlt der
Biirstensaum und es liegt eine beginnende Tubulonephrose mit Vakuolen in
einzelnen Epithelzellen vor

Driisenmagen: 0.b.B.
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Duodenum: o0.b.B.
Gehirn: _Cerebellum: mit Odemata unter den Meningen; Diencephalon:
Hyperamie und leichtes Odem unter den Meningen; wenige Neuronen mit
Schlitzen; Cerebrum: Dilatation Virchow-Robin'scher Raume
Rickenmark: 0.b.B.
Auge: Vakuolen in der Ganglienzellschicht der Retina, sonst 0.b.B.
Beurteilung:
- Tubulonephrose
- MaRige Fettleber

- Vakuolen in der Ganglienzellschicht der Retina

Bei der histologischen Untersuchung dieser Tiere wurden also keine PDD-
typischen Verdnderungen wie ausgepragte lymphoplasmazytére Infiltrate oder
typische perivaskulare Cuffs gefunden. Ferner konnte auch keine Proliferation der

Gliazellen oder eine Infiltration der Ganglien ermittelt werden.

6. Immunbhistologie

In der immunhistologischen Untersuchung sollte ABV-Virusantigen in
Wachtelorganen oder -gewebe mit einem polykonalen Antikorper gegen das N-
Protein nachgewiesen werden. Dabei wurden histologische Schnitte von jeweils
zehn unterschiedlichen Organen der Wachteln 9, 10 und 21 einbezogen. Diese
Tiere wurden, wie oben dargestellt, parallel einer histopathologischen
Untersuchung unterzogen. Tier 9 stammte aus der Gruppe A, war also
experimentell mit ABV infiziert und 28 Tage p.i. euthanasiert worden, wéhrend
Tier 10 der Gruppe B angehorte, also den experimentell infizierten Tieren, die 84
Tage p.i. euthanasiert wurden. Wachtel 21 war ein Tier der sogenannten
Kontaktgruppe und wurde 56 Tage nach Versuchsbeginn und somit nach 28-
tdgigem Kontakt mit experimentell infizierten Wachteln euthanasiert.

Antigen von avidren Bornaviren wurde in keinem Organ oder Gewebe der
Wachteln nachgewiesen. Die als Positivkontrolle parallel mitgefihrten
Organschnitte von ABV-positiven Papageien ergaben stets eine braune oder rote
Farbreaktion, die ABV-Antigen anzeigt.
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V. DISKUSSION

Seit 2008 werden ABV als Erreger flr die neuropathische Driusenmagendilatation
angesehen, eine vor allem bei papageienartigen Vogeln vorkommende
(Honkavuori et al. 2008; Kistler et al. 2008; Rinder et al. 2009) und seit den 80er
Jahren des vergangenen Jahrhunderts beschriebene Magen-Darm- und ZNS-
Erkrankung (Mannl et al. 1986; Bond et al. 1993; Berhane et al. 2001). Da es sich
um eine sehr schwere Erkrankung mit letalem Ausgang handelt, flr die bisher nur
palliative Therapiemdglichkeiten zur Verfiigung stehen (Ridgway und Gallerstein
1983; Phalen 1986; Joyner et al. 1989; Dahlhausen 2001; Grund 2004; Gray et al.
2010) und fundierte Erkenntnisse unter anderem zur Therapie noch vollig fehlen,
besteht ein grofRer Forschungsbedarf, damit betroffenen Patienten geholfen und
diese weltweit verbreitete Erkrankung eingeddmmt werden kann. Da Papageien in
Hinblick auf Anspruch, Wahrnehmung, Empfindung, Entwicklung und
Kognitionsfahigkeit sehr weit entwickelt sind (Huber und Gajdon 2006;
Pepperberg 2006a, 2006b, 2010), sollte im Rahmen dieser Studie ein geeignetes
Tiermodell fir die avidare Bornaforschung aus dem Geflugelbereich gefunden
werden.

Ziel dieser Studie war es daher, zu ermitteln, ob sich die Japanische Wachtel als
Tiermodell fur die experimentelle Forschung mit avidren Bornaviren und fir die
Neuropathische Driisenmagendilatation eignet. Die Wachtel wurde ausgewabhlt,

weil sich die Wachtelembryofibroblastenzelllinie CEC-32 besonders gut fur die
Anzucht von ABV eignete (Rinder et al. 2009). lhre Zucht-, Haltungs- und

Entwicklungsvorziige, und zwar ihre geringe GroRe, der daraus folgende geringe
Platzanspruch und Futterbedarf, die schnelle Embryonalentwicklung und friihe
Geschlechtsreife, machen sie prinzipiell zu einem sehr populdren
Forschungsmodell (Kiwitt 2006; Bernhardt und Kihne 2007; Kohler 2007). Seit
den flnfziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde die Japanische Wachtel als
Modelltier fir virusbedingte Erkrankungen herangezogen (Jeong et al. 2009;
Poynter et al. 2009; Giannecchini et al. 2010; Wakenell et al. 2010). In diesen
Studien erfolgte die Infektion der Versuchstiere sehr haufig nicht nur intranasal,
oral oder intraokuldr, sondern zusétzlich oder ausschlie3lich intramuskulér,
intrazerebral oder intaabdominal (Pienta und Groupé 1967; Salter et al. 1999;
Poynter et a. 2009; Wakenell et al. 2010).
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In der hier vorgestellten Untersuchung wurden Japanische Wachteln mit einem in
CEC-32-Zellen angeziichteten und aufgereinigten ABV-Isolat des Genotyps 4
okulonasal infiziert. AnschlieRende diagnostische Tests zum Nachweis von Virus-
RNA oder Antikorpern sowie klinische, pathologische und histopathologische
Untersuchungen Uber einen Zeitraum von drei Monaten ergaben keine Hinweise
auf eine Erkrankung oder Virusvermehrung in den Versuchstieren.

Bei dem in dieser Studie verwendeten Protokoll zum Nachweis von ABV-RNA
handelte es sich um ein rRT-PCR-Verfahren, das von Honkavuori et al. (2008)
entwickelt wurde und im Vergleich mit den bisher publizierten konventionellen
PCR-Protokollen zumindest fiir ABV-4 die héchste Sensivitat besitzt (M. Rinder,
personliche Mitteilung). Es ist auRerdem bekannt, dass das in dieser Studie
verwendete Isolat 6758, das dem Genotyp 4 zuzuordnen ist, mit der verwendeten
Primer-Sonden-Kombination sicher erkannt wird (Rinder et al. 2009). In der
vorliegenden Studie wurde mit diesem Test in Kloakentupfern und im Blut der
Wachteln Uber den gesamten Versuchszeitraum sowie in einzelnen
Kammerwasserproben ~ ABV-RNA  nicht  nachgewiesen. Da  frihere
Untersuchungen ergeben hatten, dass insbesondere im Gehirn infizierter Tiere in
der Regel sehr hohe ABV-RNA-Konzentrationen vorkommen, wurden auch
Gehirnproben ausgewahlter Tiere in die PCR-Testung einbezogen und auch in
diesen Organen wurde ABV-RNA nicht festgestellt.

Zum Nachweis von Antikorpern gegen ABV bei Wachteln mufte zunédchst ein
serologischer Test etabliert werden. Dazu wurde einer Wachtel Blut fur die
Gewinnung des Praimmunserums, also des Negativ-Kontrollserums, entnommen.
Diese  Wachtel wurde anschlieBend mit rekombinantem ABV-N-Protein
immunisiert und so ein Positiv-Kontrollserum erzeugt. Der ABV-N-ELISA fir die
Japanische Wachtel wurde in Anlehnung an den von Adrian et al. (2010) fir
Psittaziden entwickelten ABV-N-ELISA etabliert. Mit diesem Test wurden
exemplarisch Seren von Wachteln aus verschiedenen Gruppen bis zum Tag 70 p.i.
sowie das Positiv- und das Negativkontrollserum untersucht. Wéhrend das
Positivkontrollserum eine deutliche Absorption ergab und somit die Existenz
spezifischer ABV-N-Antikorper im Serum dieser Wachtel angezeigt wurde, lagen
die Absorptionen, die flr die Versuchswachtel gemessen wurden, stets im Bereich
des ermittelten Cut-offs von 0,39 OD. Der auf der Basis der Negativkontrollen
ermittelte  Grenzwert fur diesen ELISA wurde von den Seren der

Versuchswachteln bis auf eine Ausnahme nicht tberschritten. Die Werte fir die
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Absorption unterschieden sich zudem nicht zwischen den experimentell
infizierten Wachteln und den nicht infizierten Kontrolltieren. Sie veranderten sich
aullerdem nicht im Lauf des Versuchs, so dass auch nicht auf einen Titeranstieg
im Lauf der Zeit gefolgert werden kann. Die Untersuchungen mittels ELISA
ergaben also keinerlei Hinweise auf eine erfolgreiche Infektion der
Versuchswachteln mit der Konsequenz einer spezifischen Antikorperbildung.

In der vorliegenden Untersuchung der Wachteln wurden ELISA und RNA-
Nachweismethoden kombiniert, da dies nach gegenwaértigen Erkenntnissen als
sicherste Diagnose zum Nachweis einer ABV-Infektion angesehen wird (Hoppes
et al. 2010; Rinder et al. 2011). Zusatzlich wurden bei drei ausgewahlten
Wachteln immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von ABV-Antigen
im Gewebe durchgefiihrt. Dabei wurde ABV-Antigen nicht nachgewiesen und
somit die Ergebnisse von rRT-PCR und ELISA bestétigt.

Anzeichen fur eine PDD-Erkrankung der Wachteln wurden weder bei der
taglichen Adspektion und regelméBigen klinischen Untersuchung noch bei der
pathologischen Untersuchung festgestellt. Die Vogel hatten zu jeder Zeit des
Versuchsverlaufs einen guten Erndhrungszustand, und Unterschiede zwischen den
infizierten und nicht-infizierten Tieren wurden nicht nachgewiesen. Viele
Wachteln zeigten zwar Chorioretinitiden, also Augenveranderungen, die bei mit
ABYV infizierten und an PDD erkrankten Papageienvigeln signifikant gehduft
auftreten (Korbel und Rinder 2011), das Auftreten war aber auf alle
Versuchsgruppen der Wachteln verteilt und kam auch bei den Kontrollvogeln der
Gruppe D vor. Bei der Chorioretinitis handelt es sich allerdings um ein
unspezifisches Symptom, das bei einer ganzen Reihe von Erkrankungen, auch bei
Infektionserkrankungen wie zum Beispiel der Newcastle Krankheit (Obaldia und
Hanson 1989; Shivaprasad 1999; Schwaller 2002) oder Herpesviruserkrankungen
(Korbel 1994) auftreten kann. Auch bei der Bornaschen Krankheit des Pferdes
wurden Augenveranderungen beschrieben (Ludwig et al. 1984; Bode 1999). Die
fur die in der vorliegenden Untersuchung festgestellten Augenveranderungen
infrage kommenden Ursachen sind unbekannt.

Ahnlich  verhalt es sich mit den bei der Sektion festgestellten
Organveranderungen, die in allen Versuchsgruppen festgestellt wurden und somit
nicht mit der ABV-Infektion in Zusammenhang =zu bringen sind.
SchwerpunktmaRig zeigten sich Veranderungen an der Niere und der Leber sowie

im Magen-Darm-Trakt v.a. an den Blinddarmen. Einen Zusammenhang zwischen
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dem Alter der Tiere und einer Zunahme der pathologischen Veranderungen
konnte auch nicht festgestellt werden. Die Verdnderungen entsprechen zudem
nicht dem typischen Bild einer PDD-&hnlichen Erkrankung, bei der sich in der
Sektion ein dilatierter Drisenmagen mit papierdinner Wand und massiver
Futteranschoppung durch schlecht verdautes Kornerfutter (Rinder et al. 2010), ein
angefullter Oesophagus und/oder Kropf (Turner 1984; Phalen 1986; Berhane et al.
2001), ein dilatierter Dinndarm (Degernes et al. 1991; Shivaprasad et al. 1995;
Berhane et al. 2001) oder Enteritiden (Joyner et al. 1989) zeigen. Ursachen fiir das
haufige Auftreten von pathologischen Befunden bei den in dieser Untersuchung
verwendeten Wachteln sind unbekannt. Leider liegen Vergleichsdaten (ber
pathologische Untersuchungen von gleichartigen Wachteln der gleichen
Zuchtlinie/ Herkunftsbetriebes nicht vor, so dass nicht beurteilt werden kann, ob
die hier beobachteten Verdnderungen fiir diese Tiere im ,,normalen* Bereich
liegen, also vielleicht erndhrungs- und zuchtlinienbedingt sind.

Die hier dargestellten Untersuchungsergebnisse lassen demnach den Schluss zu,
dass die Japanische Wachtel wahrscheinlich kein geeignetes Modell fur
Infektionsstudien mit ABV und PDD ist.

Bisher im wissenschaftlichem Schrifttum dokumentiert wurden erfolgreiche
Infektionsstudien mit ABV bei Nicht-Psittaziden lediglich bei einer Art und zwar
bei Khaki Campbell Enten (Anas platyrhynchos) (Gray et al. 2010). Eine in einem
Kongressbericht erwahnte erfolgreiche Infektion mit Huhnern (Gancz et al.
2009b) lieR sich spater nicht mittels Sequenzierung von PCR-Produkten
bestatigen (A. Gancz personliche Mitteilung an PD Dr. M. Rinder von 8. August
2011). Daneben existieren Publikationen zu experimentellen ABV-Infektionen
nur bei zwei Psittazidenarten, und zwar bei Nympensittichen (Nymphicus
hollandicus) (Gancz et al. 2009a; Gregory et al. 2011; Payne et al. 2011,
Piepenbring et al. 2011) und Felsensittichen (Cyanoliseus patagonis) (Gray et al.
2010), also bei Vogeln, bei denen ABV-Infektionen und die Neuropathische
Drisenmagendilatation auch natirlicherweise vorkommen.

Die bisher als erfolgreich beschriebenen Infektionsexperimente unterscheiden sich
in einigen Aspekten von der hier durchgefiihrten Studie. Die Unterschiede
betreffen Zahl, Alter und Herkunft der Versuchstiere, Art des zur Infektion
verwendeten Materials, die Versuchsdauer sowie den Nachweis einer
erfolgreichen Infektion und PDD-Erkrankung. Im Folgenden sollen diese

Unterschiede zunéchst fur das Khaki-Campbell-Enten-Experiment und dann
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vergleichend auch fir die Versuche mit Psittaziden dargestellt werden.

Wie im Kapitel Material und Methoden ausfiihrlich dargestellt ist, wurden in der
vorliegenden Studie 35 Wachteln, die aus der Versuchstierzucht des Institus fir
Tiererndhrung stammten, verwendet. Sie waren zwar nicht spezifiziert
pathogenfrei, wurden aber direkt vom Zuchtbetrieb in den Infektionsstall der
Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU Mainchen
gebracht und dort unter strikten Biosecurity-Mallnahmen gehalten. Vor
Versuchsbeginn wurde die Freiheit von avidren Bornaviren nachgewiesen. Fur die
Infektion wurde ein ABV-4-Virusstock verwendet, der in CEC-32-Zellen
vermehrt und aufgereinigt worden war. Pro Tier wurde eine Dosis von 10* ffu
okulonasal verabreicht. Uber eine Versuchsdauer von 12 Wochen (86 Tage)
wurden in regelmé&Bigen Intervallen klinische, virologische und nach Euthanasie
der Tiere auch pathologische und histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Die
Wachteln zeigten zu keinem Zeitpunkt klinische Symptome oder pathologische
Verénderungen, die auf eine ABV-Infektion oder PDD hinweisen kdnnten, und
Virus-RNA oder Antikorper wurden nie nachgewiesen. Bei dem ABV-
Infektionsversuch mit Stockenten der Rasse Khaki Campbell (Gray et al. 2009)
wurden insgesamt 33 spezifiziert-pathogenfreie fiinf Tage und acht Wochen alte
Enten verwendet. Die Tiere wurden mit einem in Enten-Embryofibroblasten
angezlchteten ABV-4-1solat simultan oral, intraokuldr und durch Injektion in den
Brustmuskel infiziert. Die pro Tier verwendete Infektionsdosis wurde allerdings
nicht angegeben. Die Enten entwickelten wie die Wachteln keine klinischen
Symptome und keine pathologischen oder histopathologischen Verénderungen
(Hoppes et al. 2010), allerdings wurde Virus-RNA 20 Wochen p.i., also bei
Versuchsende, im Gehirn nachgewiesen (Gray et al. 2009). ABV-Antikorper
wurden bei den Enten ebenfalls festgestellt, aber es existieren tber den Zeitpunkt
des Erstnachweises widerspriichliche Angaben. So wurden bei Gray et al. (2009)
12 Wochen p.i. und bei Hoppes et al. (2010), wo der Versuch ebenfalls
beschrieben wurde, drei Wochen p.i. angegeben.

Bei der Betrachtung der Infektionsversuche mit Psittaziden, also mit
Nymphensittichen (Gancz et al. 2009a; Gregory et al. 2011; Payne et al. 2011;
Piepenbring et al. 2011) oder Felsensittichen (Gray et. al. 2010), zeigte sich
hinsichtlich der Herkunft und Vorgeschichte der Vogel, dass oft nur wenig
Informationen vorlagen. So stammten die verwendeten Versuchstiere von lokalen

Zuchtern (Gancz et al. 2009a; Payne et al. 2011) oder aus Privathaltung (Gray et



V. Diskussion 65

al. 2010), also aus wenig standardisierten und kontrollierten Haltungen oder die
Herkunft wurde nicht angegeben (Gregory et al. 2011; Piepenbring et al. 2011).
Bei einigen von Gancz et al. (2009a) und Payne et al. (2011) eingesetzten
Nymphensittichen wurden natirliche ABV-Infektionen zumindest bei einem Teil
der Tiere nachgewiesen. Bei Gancz et al. (2009a) wurde ein betroffener VVogel aus
dem Versuch ausgeschlossen. Die Felsensittiche (Gray et al. 2010) waren
Ausscheider von psittazinen Herpesviren. Ob diese nattrlichen Infektionen
Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben, ist unklar, zumindest werden aber bei
Payne et al. (2011) ungewdhnlich starke histopathologische Veranderungen bei
den infizierten Tieren mit der im Versuch erfolgten Hyperinfektion erklart.

Mit Ausnahme der Studie von Piepenbring et al. (2011) wurden bei den
Infektionsversuchen mit Psittaziden nur sehr geringe Tierzahlen eingesetzt. In der
Untersuchung von Gancz et al. (2009a) bildeten drei Nymphensittiche die
Infektionsgruppe und zwei die Kontrollgruppe. Payne et al. (2011) verwendeten
vier Nymphensittiche zur experimentellen Infektion und zwei als Kontrolltiere,
wahrend im Versuch von Gregory et al. (2011) vermutlich zwei Nymphensittiche
beteiligt waren. In der Studie von Gray et al. (2010) wurden zwei Felsensittiche
experimentell infiziert und ein Vogel als Kontrolle gehalten. In der Untersuchung
von Piepenbring et al. (2011) bildeten 18 Sittiche die Infektionsgruppe und
vermutlich sechs die Kontrollgruppe.

Die Art und Menge sowie die Applikationsweise des in den einzelnen
Infektionsversuchen  verwendeten  Virusmaterials war  ebenfalls  sehr
unterschiedlich. Die bei Gancz et al. (2009a) verwendeten Nymphensittiche
wurden mit Gehirnhomogenat aus einem natirlich infizierten Graupapagei
parallel oral, intranasal, intramuskuldr und intraokuldr infiziert. Die
Infektionsdosis ist unbekannt. In den Studien von Gray et al. (2010) und Payne et
al. (2011) wurde Zellkulturmaterial, und zwar Enten-Embryofibroblasten mit
ABV-4 zur peroralen und gleichzeitig intramuskuléren Infektion verwendet, pro
Felsensittich bzw. Nymphensittich wurden 8 x 10* ffu eingesetzt. In den bisher
publizierten Abstracts von Piepenbring et al. (2011) und Gregory et al. (2011)
fehlen detaillierte Angaben zum Material und zur Dosis, in beiden Studien wurden
aber vermutlich Viren aus Zellkultur verwendet.

Mit Ausnahme der Studie von Gregory et al. (2011) wurde bei allen erwdhnten
Infektionsversuchen mit Psittaciformes (ber eine erfolgreiche Infektion,

nachgewiesen uber Virus-RNA oder die Ausbildung von Antikdrpern, berichtet.
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Zudem wurde in diesen erfolgreich verlaufenen Infektionen gleichzeitig die
Entwicklung von PDD typischen Krankheitserscheinungen oder von
pathologischen Veranderungen zumindest bei einem Teil der verwendeten Vogel
dokumentiert (Gancz et al. 2009a; Gray et al. 2010; Payne et al. 2011;
Piepenbring et al. 2011). Virus-RNA wurde bei den Versuchstieren postmortal in
inneren Organen nachgewiesen (Gancz et al. 2009a; Gray et al. 2010; Payne et al.
2011; Piepenbring et al. 2011) oder, falls untersucht, auch in Choanentupfer- oder
Kotproben bei lebenden Vogeln ab Tag 60 (Felsensittiche, Gray et al. 2010), Tag
19 (Nymphensittiche, Piepenbring et al. 2011) und Tag 85 (Nymphensittiche,
Payne et al. 2011). Antikdrpernachweise mittels Western blot gelangen bei den
Felsensittichen bereits 33 Tage p.i. (Gray et al. 2010).

Bei Gancz et al. (2009a) wurden typische klinische Symptome einer PDD
erstmals bereits 21 Tage nach der Infektion beobachtet, wéahrend bei Payne et al.
(2011) ein Todesfall und Erkrankungen erst an Tag 92 bzw. 110 auftraten. Auch
die beiden bei Gray et al. (2009) infizierten Felsensittiche entwickelten starke
klinische Symptome einer PDD. Nach 66 Tagen verstarb ein Tier, das andere
wurde wegen seines schlechten klinischen Zustandes euthanasiert.

Bei Vergleich des hier vorgestellten eigenen Infektionsversuchs mit den bereits
publizierten fallt primar der gewdhlte Infektionsweg auf, durch den sich der
Wachtelversuch von den anderen unterscheidet. So wurden die Wachteln
ausschlieBlich okulonasal infiziert, wahrend in anderen Studien multiple Wege der
Virusapplikation gewdahlt wurden, dabei stets auch intramuskulére Injektionen. Ob
damit der im Vergleich zum Entenversuch fehlende RNA- und
Antikorpernachweis erklart werden kann, muss Spekulation bleiben. Zur bei den
Enten eingesetzten Infektionsdosis (Gray et al. 2010) wurden keine Angaben
gemacht. Zumindest entspricht aber die in der vorliegenden Studie bei den
Wachteln eingesetzte Virusmenge in etwa derjenigen, die bei den Felsensittichen
(Gray et al. 2010) und in einer Nymphensittichstudie (Payne et al. 2011)
verwendet wurde.

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Versuch 12 Wochen p.i. beendet.
Die Versuchsdauer ist damit etwas kirzer als bei den Campbell-Enten mit 20
Wochen. Allerdings wurden bei den Enten Antikérper bereits 12 Wochen,
maoglicherweise auch bereits drei Wochen p.i. nachgewiesen (Gray et al. 2010;
Hoppes et al. 2010), also in einem Zeitraum, der von der hier dargestellten Studie

abgedeckt wurde. Ob die infizierten Wachteln mdglicherweise nach einem
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langeren Zeitraum als 12 Wochen Antikorper entwickelt hétten, kann nicht
abschliellend geklart werden.

Die bisher publizierten Infektionsversuche belegen also, dass sich bei Psittaziden,
und zwar bei Nymphensittichen und Felsensittichen, eine ABV-Infektion
etablieren und gleichzeitig das klinische Bild einer PDD erzeugen l&sst. Bei Enten
der Rasse Khaki Campbell ist aus den veroffentlichen Ergebnissen zu folgern,
dass hier zwar eine experimentelle ABV-Infektion moglich ist. Allerdings trat das
klinische Bild einer PDD bei diesen Tieren nicht auf. Die Campbell-Enten sind
daher als Modell fur Forschungen zur PDD nicht geeignet. Die in der
vorliegenden  Arbeit dargestellten  Ergebnisse virologischer, Kklinischer,
pathologischer und histologischer ~ Untersuchungen zu einem ABV-
Infektionsversuch mit Wachteln belegen nicht eine Eignung dieser Tierart als
Modelltier fir ABV und PDD. Derzeit steht also ein geeignetes Versuchstier als

Ersatz fir Psittaziden nicht zur Verfiigung.
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V1. ZUSAMMENFASSUNG

Avidre Bornaviren (ABV) wurden im Jahr 2008 erstmals beschrieben und mit der
Neuropathischen Drusenmagendilatation, der bei Papageienvogeln bedeutendsten
Magen-Darm-Erkrankung in Verbindung gebracht.

Bisher existieren erfolgreiche ABV-Infektionsversuche mit Erzeugung des
klinischen Bildes einer PDD lediglich fur Psittaziden. Ein geeignetes Tiermodell,
mit dessen Hilfe man auf die Verwendung von Papageien, die sich durch eine
stark ausgepragte Kognitions- und Wahrnehmungsleistung auszeichnen und hohe
Anspriiche an die Haltungsbedingungen stellen, verzichten kénnte, fehlt bisher
noch. In-vitro-Versuche mit avidren Bornaviren haben gezeigt, dass eine
Wachtelzelllinie, die CEC-32--Zellen, sich fir die Virusanzucht hervorragend
eignet. Es lag daher nahe zu untersuchen, ob sich die Wachtel als Tiermodell
eignet. Die Wachtel stellt wegen ihrer geringen GroéRe und des geringen
Platzanspruchs und Futterbedarfs sowie der schnellen Embryonalentwicklung und
friihen Geschlechtsreife ein sehr beliebtes Versuchstier dar und wird seit tber 60
Jahren auch in der in der Virusforschung hdufig eingesetzt.

In einem auf drei Monate angelegten Versuchsprojekt wurden 35 Japanische
Wachteln einbezogen. Zwanzig Vogel wurden im Alter von zehn Tagen
okulonasal mit einem in Zellkultur vermehrten und aufgereinigten ABV-Isolat des
Genotyps 4, das urspringlich aus einem naturlich infizierten Graupapagei
gewonnen worden war, in einer Dosis von 10* ffu pro Tier experimentell infiziert.
Zehn weitere Wachteln wurden vier Wochen nach Versuchsbeginn als
Kontakttiere zu den experimentell infizierten Tieren hinzugesetzt, um eine
maogliche Ubertragung von Tier zu Tier zu erfassen. Fiinf Wachteln dienten als
nicht-infizierte Kontrollen. Der Gesundheitszustand aller Tiere wurde taglich
durch Adspektion Uberpruft. AuBerdem wurden in zweiwdchigen Intervallen
Kloakentupfer- und Blutproben zum Nachweis einer ABV-Infektion mittels rRT-
PCR und ELISA genommen sowie das Kdrpergewicht der Wachteln erfasst. Alle
vier Wochen wurden zudem Augenuntersuchungen durchgefiihrt. Jeweils zehn
Wachteln wurden vier und 12 Wochen nach experimenteller Infektion
euthanasiert und einer pathologischen Untersuchung unterzogen. Die Kontakttiere
wurden vier Wochen nach Vergesellschaftung mit der experimentell infizierten

Gruppe ebenfalls euthanasiert und seziert. Organe einzelner Tiere wurden zudem
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histologisch sowie immunhistochemisch und mittels rRT-PCR auf das
Vorhandensein von ABV-Antigen bzw. -RNA untersucht.

In dieser Studie ergaben sich keine Hinweise auf eine erfolgreiche Infektion der
Wachteln mit ABV oder auf die Entwicklung einer klinischen Erkrankung im
Sinne einer PDD. So wurden keine Unterschiede in der Gewichtsentwicklung
zwischen den Tieren der einzelnen Versuchsgruppen ermittelt. Bei der
Untersuchung der Kloakentupfer- und Blutproben mittels rRT-PCR wurde RNA
von avidren Bornaviren nicht nachgewiesen. Zudem wurden spezifische
Antikorper gegen  ABV-N-Protein  mittels ELISA nicht festgestellt.
Augenverdnderungen, und hier vor allem Chorioretinitiden, wurden bei Tieren
aller Versuchsgruppen, auch der Kontrollgruppe, relativ haufig beobachtet, waren
demnach also nicht mit einer potentiellen ABV-Infektion assoziiert. Bei der
Sektion wurden pathologische Veranderungen bei vielen Tieren an zahlreichen
Organen festgestellt. Sie kamen jedoch in allen Versuchsgruppen vor und
entsprachen nicht dem typischen Bild einer PDD. Bei der histologischen
Untersuchungen wurden PDD-typischen Verdnderungen ebenfalls nicht
nachgewiesen und ABV-Antigen nicht detektiert.

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse virologischer, klinischer,
pathologischer und histologischer Untersuchungen im Rahmen eines ABV-
Infektionsversuchs mit Japanischen Wachteln (Coturnix coturnix japonica)
belegen nicht eine Eignung dieser Vogel als Modelltier fir ABV und PDD.
Derzeit steht also ein geeignetes Versuchstier als Ersatz fur Psittaziden nicht zur

Verfugung.
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V1. SUMMARY

Evaluation of the quail as an animal model for infections with avian

bornavirus and proventricular dilatation disease

Avian bornaviruses (ABV) were described for the first time in 2008 and were
found to be associated with proventricular dilatation disease (PDD), the most
important gastrointestinal disease in psittacines.

Experimental infections with ABV leading to proventricular dilatation disease
have been documented only in psittacine birds so far. An animal model suitable to
substitute the use of these birds which possess high cognitive and perceptual
abilities and require a highly enriched environment is unavailable to date. In-vitro
experiments with avian bornaviruses revealed that a permanent quail cell line,
CEC-32 cells, was highly suitable for the propagation of viruses. Therefore the
aim of this study was to investigate whether the quail was suitable as an animal
model. With their small size, modest space and food requirements and early
sexual maturity, quail make very popular research animals and have been widely
employed in virus research for over 60 years.

Thirty-five Japanese quail were included in a three-month research project. In the
experiment, at the age of ten days, 20 birds were infected intranasally and
intraconjunctivally with an ABV virus stock of genotype 4 derived from a
naturally infected grey parrot and isolated in a CEC-32 cell culture system. The
infection dose used was 10* ffu per animal. Four weeks after the start of the
experiment, a further ten quail were put in with the experimentally infected
animals as contact animals, in order to determine whether the infection was
passed from one animal to another. Five quail served as non-infected controls.
The state of health of all the animals was checked daily by adspection. In addition,
at two-week intervals blood and cloacal swab samples were taken for the purpose
of detecting ABV infection by means of rRT-PCR and ELISA, and the animals
were weighed. Furthermore, eye examinations were performed every four weeks.
At four and 12 weeks respectively after experimental infection, ten of the animals
were sacrificed and a pathological examination was performed. After having been
housed with the experimentally infected group for four weeks, the contact animals
were also sacrificed and dissected. Organs from individual animals were

examined histologically and immunohistochemically for the presence of ABV
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antigen and were tested for the presence of ABV RNA by means of rRT-PCR.

In this study, there was no evidence of a successful infection of the quail with
ABV or of the development of a clinical disease in the sense of PDD. No
difference was found in the weight gained between the animals in the different
experimental groups. RNA from avian bornaviruses was not detected in cloacal
swabs or blood using rRT-PCR nor were any antibodies specific to ABV-N-
protein identified by ELISA. Changes in the eyes, particularly chorioretinitis,
were observed relatively frequently in animals from all experimental groups,
including the controls; they were therefore not associated with possible ABV
infection. Upon dissection, pathological changes were observed in many animals
in numerous organs. However, they appeared in all experimental groups and did
not portray a typical picture of PDD. On histological investigation, changes
typical of PDD were likewise not evidenced, nor was ABV antigen detected.

The results of the virological, clinical, pathological and histological investigations
presented here do not provide any evidence for the suitability of the Japanese
quail (Coturnix coturnix japonica) as an animal model for ABV infections and
PDD.
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