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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Psittazine Drisenmagendilatation (PDD) ist eine bedeutende Erkrankung der
Papageien, sie ist gekennzeichnet durch gastrointestinale Symptome, meist mit einer
starken Dilatation des Driisenmagens. Erste Beschreibungen der Erkrankung reichen
bis in das Jahr 1970 zuriick. Seither hat die Erkrankung zu groen Verlusten in Pa-
pageienbesténden gefuhrt. Neben den gastrointestinalen Symptomen kénnen dari-
ber hinaus zusatzlich oder isoliert neurologische Symptome auftreten. Nach Aus-
bruch der Erkrankung fuihrt die Infektion meistens zum Tod des Tieres durch Verhun-
gern (Busche et al., 1985; Graham, 1984; Ridgway and Gallerstein, 1983; Turner,
1984; Woerpel and Rosskopf, 1984). Die klassischen klinischen Symptome einer
PDD sind charakterisiert durch das Ausscheiden unverdauter Kérner im Kot sowie
durch viele unspezifische Aufféalligkeiten wie Durchfall, Erbrechen, erhéhte oder ver-
minderte Futteraufnahme sowie einer ganzen Bandbreite an neurologischen Symp-
tomen wie Zittern, Kopfschiefhaltung, Stereotypien und Krampfanfalle. Der Verlauf
der Erkrankung ist, je nachdem welches Symptombild im Vordergrund steht, sehr
unterschiedlich und kann von wenigen Tagen bis hin zu mehreren Jahren dauern
(Gregory et al., 1994; Phalen, 1986). Beobachtungen zeigen, dass am haufigsten
GroRpapageien betroffen sind. Ganz besonders haufig tritt die Erkrankung bei Aras,
Graupapageien und Kakadus auf. Aber auch Amazonen und Felsensittiche kénnen
betroffen sein (Gregory et al., 1994; Reavill and Schmidt, 2007). Von den flinfzehn
Ara-Arten, die zur Gattung der eigentlichen Aras zdhlen, sind nur drei von der [IUCN
Red List' als nicht gefahrdet gelistet, alle anderen Arten sind bedroht oder gefahrdet,
eine Art ist bereits ausgestorben. Der Spix-Ara ist in der Natur bereits ausgestorben.
Beobachtungen des in Menschenobhut gehaltenen Spix-Ara Bestands zeigen, dass
in einem Beobachtungszeitraum von elf Jahren 10 % der Population an PDD verstor-
ben sind (Hammer and Watson, 2012). Auch der Graupapagei zahlt inzwischen zu
den bedrohten Arten, auch wenn er als Haustier sehr haufig vorkommt. Insgesamt
hat die IUCN 50 Papageienarten als bedroht und 102 als gefahrdet oder potentiell
gefahrdet gelistet.

Die Erkrankung kommt fast weltweit vor. Sie wurde bisher fir die USA, Kanada,

Stdamerika, Europa, Australien, Sudafrika und Israel beschrieben (Doneley et al.,

! www.iucnredlist.org

[



EINLEITUNG

2007; Gancz et al., 2010). Als Ausléser der PDD wurden 2008 erstmalig avidre
Bornaviren beschrieben (Honkavuori et al., 2008; Kistler et al., 2008). Die Erfiillung
der Henle-Koch-Postulate an einem Infektionsversuch mit Nymphensittichen 2012
bestétigte das Parrot bornavirus (PaBV) endgliltig als Ausléser der PDD (Piepenbring
etal.,, 2012).

Nach der Feststellung des PaBV als Ausldser der Erkrankung stellte sich nun die
Frage nach der Ubertragung. Einige Autoren vermuteten eine fako-orale Ubertragung
(Kistler et al., 2010; Lierz et al., 2009; Rinder et al., 2009). Ein Beweis hierfur konnte
aber unter Versuchsbedingungen bisher nicht erbracht werden (Heckmann et al.,
2015). In der Literatur gibt es Hinweise auf eine mégliche vertikale Ubertragung. Da
in Zucht- und Erhaltungsprogammen bei gefédhrdeten Arten oft auf einen sehr kleinen
Genpool zuriickgegriffen wird, kdnnen einzelne Tiere auch nach Detektion von PaBV
nicht aus der Zucht ausgeschlossen werden. Bisher konnte virale RNA im Ei oder
Embryo nachgewiesen werden (Delnatte et al., 2014; Kerski et al., 2012; Lierz et al.,
2011; Rubbenstroth et al., 2013), der Nachweis von infektiosem Virus aus Ei oder
Embryo gelang hingegen nicht. Somit ist die Kldrung der Frage, ob es zu einer verti-

kalen Ubertragung kommen kann, von groRer aktueller Bedeutung.

Zur Klarung der Frage, ob eine vertikale Ubertragung tber das Ei zu einer validen
Infektion des Embryo fiihren kann, soll in der vorliegende Studie untersucht werden,
ob eine Anzucht des Virus‘ auf embryonalen Nymphensittichgehirnzellen (NEB) und
embryonalen Nymphensittichfibroblastenzellen (NEF) uberhaupt mdglich ist. An-
schlielend wird untersucht, ob eine experimentelle Infektion eines Nymphensitticheis
zu einer produktiven Infektion eines Embryos fihrt. Hierfiir werden Eier zwischen Tag
drei bis funf der Bebriitung in den Dottersack und Eier zwischen Tag funf bis sieben
auf die gesenkte Chorioallantoismembran mit PaBV inokuliert. Geht die Infektion im
Ei nicht an, ist eine vertikale Ubertragung als natiirlicher Infektionsweg eher unwahr-
scheinlich. Sollte es zu einer Virusvermehrung im Embryo kommen, soll untersucht
werden, wie sich das Virus auf den Embryo auswirkt, da die Infektion vor der Ausbil-
dung des Immunsystems am achten Bebrutungstag erfolgt. Darliber hinaus soll die
Virusverteilung im Embryo untersucht werden. Zusétzlich werden die Eier natirlich
infizierter Pyrrhura spp. untersucht, um die Bedeutung der vertikalen Ubertragung

weiter zu beleuchten.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Bornaviridae

Die Familie der Bornaviridae gehért zur Ordnung der Mononegavirales. Die Viren
sind behlllt und besitzen einen RNA-Einzelstrang mit negativer Polaritat, der nicht
segmentiert ist (de la Torre, 1994; Schneemann et al., 1995). Im Gegensatz zu ande-
ren Mononegavirales laufen bei den Bornaviren die Genomreplikation und die Trans-
kription im Zellkern ab (Briese et al., 1994; Cubitt et al., 1994; de la Torre, 1994;
Schneemann et al., 1995). Zur Ordnung der Mononegavirales gehéren neben den
Bornaviren noch die Familien der Paramyxoviridae, Rhabdoviridae und Filoviridae.
Die Familie der Bornaviridae ist monotypisch und beinhaltet nur das Genus
Bornavirus, das sieben verschiedene Spezies umfasst: Das Elapid 1 bornavirus,
Mammalian 1 bornavirus, Passeriform 1 und 2 bornavirus, das Psittaciform 1 und 2

bornavirus, und das Waterbird 1 bornavirus (Afonso et al., 2016; Kuhn et al., 2015).
2.2 Bornavirus der Sdugetiere (Mammalian 1 bornavirus)

Genomaufbau und Virusproteine

Das Mammalian 1 bornavirus kommt in zwei unterschiedlichen Virusvarianten vor:
Das Borna disease virus 1 (BoDV-1) und BoDV-2 (Afonso et al., 2016; Kuhn et al.,
2015). Das BoDV ist ein behlltes Virus mit einem Durchmesser von 80-100 nm, ist
neurotrop und nicht zytolytisch (Richt et al., 1993). Das Virus ist empfindlich gegen-
Uber Hitze, Losungsmitteln und UV-Licht (Ludwig et al., 1988; Mayr and Danner,
1974; Zwick, 1939). Die Lange des Virusgenoms betragt 8,9 bp (de la Torre, 1994;
Zimmermann et al., 1994). Sechs offene Leserahmen (open reading frames, ORFs)
kodieren jeweils fir das N-Protein, das X-Protein, das P-Protein, das Matrixprotein
(M), das Glykoprotein (G) sowie die virale Polymerase (large polymerase protein, L).
Das Glykoprotein (G) ist an die Hille des Virus gebunden und kann sich mit der
Membran der Wirtszelle koppeln und so zur Fusion fihren. Es wird in zwei Unterein-
heiten gespalten. Die N-terminale Untereinheit gp51 st fur die initiale
Rezeptorbildung notwendig, die C-terminale Untereinheit gp43 vermittelt die Fusion
der Virushulle mit der Wirtszellmembran (Gonzalez-Dunia et al., 1998). Die Innensei-
te der Virusmembran exponiert das Matrixprotein (M). Darliber hinaus kann es auch

im Nukleoplasma, Zytoplasma und in der Zytoplasmamembran gefunden werden.

[3]



LITERATURUBERSICHT

Eine Beteiligung an der Fusion mit der Wirtszelle wird angenommen (Gonzalez-
Dunia et al., 1997). Dartiber hinaus reguliert es die Replikation des Virus. Experimen-
tell konnte mit Antikérpern gegen einen Teil des Protein M eine Neutralisierung des
Virus erreicht werden (Stoyloff et al., 1998). Die RNA des Virus ist im Virusinneren an
die virale Polymerase (L), das Phosphoprotein (P), das Nukleoprotein (N) und an
das Protein X gebunden. In der Wirtszelle finden sich die Translationsprodukte N und
P zuerst im Zellkern und erst spéater auch im Zytoplasma (Briese et al., 1994). Die
Hauptantigene flur die humorale Immunantwort des infizierten Wirtes stellen die
Polypeptide p24 und p40 dar. Zusammen bilden sie das sogenannte s-Antigen
(Ludwig and Bode, 2000; Ludwig et al., 1988). Die Transkription und Replikation lauft
im Zellkern durch alternatives SpleiRen ab, hierbei werden drei verschiedene mRNAs
hergestellt. Dies ist wichtig fur die Synthese der Proteinketten M, L und G. Die Prote-
ine N und P spielen im Gegensatz zum M- und G-Protein eine entscheidende Rolle
und stellen wichtige Immunkomponenten im Infektionsgeschehen dar. Sie fuhren zu
einer starken Abwehrreaktion des Immunsystems des Wirtes, in deren Folge es aber
nicht zu einer Zerstérung des Virus kommt (Ludwig and Bode, 2000; Ludwig et al.,
1988). Durch die Immunantwort des Wirtes kommt es zu einer Degeneration der
Nervenzellen durch die zytotoxischen Eigenschaften der CD8+-T-Lymphozyten. Die
immunmodulierte Pathogenese erfolgt auch unter Beteiligung der CD4+-T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen (Narayan et al., 1983b; Stitz et al.,
2002).

Matrix protein (M)

Glycoprotein (G) Polymerase (L)

) &
V}/\"’ 7 Ribonucleocapsid
W (RNP)

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Bornaviren
(Swiss Institute of Bioinformatics, 2010)
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Bornasche Krankheit: Historie

Eine natirliche Infektion mit Borna disease Virus (BoDV) kommt hauptséchlich bei
Pferden und Schafen vor. Bei diesen Tieren fiihrt die Infektion zu einer nicht eitrigen
Meningoenzephalitis oder Meningo-enzephalomyelitis (Rott and Becht, 1995). Erste
Beschreibungen der Erkrankung reichen bis ins Jahr 1660 zurlck (Galiberti, 1660).
Spéater wurde die Erkrankung als ,Hitzige Kopfkrankheit der Pferde“ beschrieben
(Autenrieth, 1823; Durrwald and Ludwig, 1997; Hiepe, 1958). Vor 1871 trat die Er-
krankung vorwiegend im Studwesten Deutschlands auf, wahrend Ende des 19. Jahr-
hunderts auch von grofRen Verlusten durch eine ,Zerebrospinalmeningitis“ in Sach-
sen berichtet wurde (Dirrwald and Ludwig, 1997). Die Erkrankung war im Laufe der
Zeit unter vielen Namen bekannt, bis nach einem verheerenden Seuchenzug in den
Jahren 1894-1896 in der Region Leipzig, genauer in der Amtshauptmannschaft Bor-
naz, die Krankheit ihren Namen Bornasche Krankheit erhielt. Im 20. Jahrhundert
wurde der Name wissenschaftlich tbernommen und im Englischen als Borna disease
(BD) bezeichnet (Danner and Mayr, 1973; Ludwig et al., 1973). Erstmalig wurde 1909
Uber histologische Veranderungen in Form von intranukledren Einschlusskérperchen
in Neuronen des Zentralnervensystems, die pathognomonisch sind, berichtet (Joest
and Degen, 1909). Die ausfuhrlichen histopathologischen Untersuchungen wiesen
auf ein Virus als Ursache hin (Joest, 1911). Durch die Ubertragung von bakterienfrei-
em Gehirnhomogenat eines an BD erkrankten Pferdes auf ein Kaninchen konnte ei-
ne Erkrankung bei dem Kaninchen ausgelést werden (Zwick and Seifried, 1925). Die
Rickibertragung vom Kaninchen auf das Pferd bestétigte die virale Genese (Zwick
and Seifried, 1925). Die GieRener Forschungsgruppe um Zwick veréffentlichte
1927/28 erstmalig die Isolierung von finf Virusstammen (Zwick et al., 1927, 1928).
Einer dieser Stamme wurde lange als Impfstoff verwendet (Zwick, 1939; Zwick et al.,
1927, 1928). Dieser Stamm konnte auch erfolgreich im Huhnerei angeziichtet und
danach auf Kaninchen Ubertragen werden (Nitzschke and Rott, 1957; Rott and
Nitzschke, 1958). Hierbei wurde virushaltige Gewebesuspension auf das gesenkte
Chorion eines Huhnereis an Tag fiinf der Bebriitung gegeben. Die Vermehrung des
Virus gelang Uber vier Kaninchen-Ei-Wechselpassagen und anschlielend Uber sechs

Passagen im Ei (Nitzschke and Rott, 1957). In einer spateren Versuchsreihe konnten

2 Verwaltungsbezirk im Konigreich Sachsen, spéater Freistaat Sachsen. Das Gebiet gehort heute zum
Landkreis Leipzig in Sachsen. (Quelle: Wikipedia)
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das so wechselpassagierte Virus der Bornaschen Krankheit nach erneuter 12-tagiger
Bebrutung im Ei erfolgreich intrazerebral auf Kaninchen Ubertragen werden. In die-
sen Versuchsreihen konnte das Virus erfolgreich Uber zwolf Reihenpassagen
angezichtet werden. Die Infektiositdt wurde anschlieffend durch intrazerebrale Riick-

impfung auf das Kaninchen gesichert (Rott and Nitzschke, 1958).

Epidemiologie und Klinik von BD

Die Bornasche Krankheit konnte bisher nur in Deutschland, Osterreich, Liechtenstein
und der Schweiz nachgewiesen werden, dagegen werden Antikérper gegen BoDV
weltweit gefunden (Kolodziejek et al., 2005). Bei der BD handelt es sich um eine
Enzephalomyelitis, die in der frlhen Phase von Verhaltensstérungen tber Verénde-
rung des Sehsinns bis zu Stérungen der Motorik gepragt ist. In der spaten Krank-
heitsphase werden Lethargie, Somnolenz und Stupor sowie Ataxien und Paresen
beobachtet (Grabner and Fischer, 1991). Die natiirliche BoDV-Infektion wird neben
den Fehlwirten Pferden und Schafen auch bei anderen Spezies beobachtet. Naturli-
che Infektionen wurden bei Rindern und Ziegen (Bode et al., 1994; Caplazi et al.,
1994; lhlenburg, 1962), Kaninchen (Metzler et al., 1978) einem Hund (Weissenbdck
et al., 1998), Neuweltkameliden (Altmann et al.,, 1976; Jacobsen et al., 2010;
Schippel et al., 1994) einem Zwergflusspferd, Faultier und Varis-Affchen (Schiippel
et al., 1994; Schippel et al., 1995) beschrieben. Ob es einen Zusammenhang zwi-
schen einer BoDV-Infektion und der staggering disease der Katze gibt, wird von eini-
gen Autoren als nicht geklart angesehen (Lundgren et al., 1995; Nowotny and
Weissenbdck, 1995; Wensman et al., 2014). Auch ist noch ungeklart, ob das BoDV
als Krankheitserreger bei StraulRen eine Rolle spielt (Malkinson et al., 1993). Neben
dem Vorkommen der Bornaschen Krankheit bei verschiedenen Tierarten wird auch
eine Infektion beim Menschen diskutiert (Hoffmann et al., 2015; Richt et al., 1997).
Erste Hinweise ergaben serologische Untersuchungen an Patienten mit affektiven
Stérungen (Rott et al., 1985). Kirzlich wurden drei Todesfélle bei Ziichtern von Bunt-
hérnchen (Sciurus variegatoides) beschrieben. Die drei Ziichter starben zwischen
den Jahren 2011 bis 2013 an einer Enzephalitis. In der Untersuchung von Organpro-
ben eines Bunthérnchens aus der Zucht eines Verstorbenen mittels RT-gPCR wurde
ein neues Bornavirus nachgewiesen, das auch in der Gehirnprobe der verstorbenen

Patienten nachweisbar war. Das neue Virus unterscheidet sich von den bekannten
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Bornaviren und wird vorlaufig Variegated squirrel 1 bornavirus (VSBV-1) genannt
(Hoffmann et al., 2015).

Experimentelle Infektion

Experimentell lassen sich viele Tierspezies mit BoDV infizieren. Nach Infektion von
Kaninchen und Meerschweinchen konnten neurologische Symptome, die denen der
BD beim Pferd glichen, festgestellt werden (Zwick, 1939; Zwick and Seifried, 1925).
Die Infektion von Spitzhérnchen fihrte zu einem gestoérten Sozialverhalten (Sprankel
et al., 1978). Bei Rhesusaffen konnte nach intrazerebraler Infektion bei einem Teil
der Tiere neurologische Symptome beobachtet werden (Richt et al., 1997). Bei expe-
rimentell infizierten Ratten ist der Krankheitsverlauf von der Genetik des Ratten-
stamms (Herzog et al., 1991), dem Immunstatus (Herzog et al., 1984; Herzog et al.,
1985; Narayan et al., 1983a, b) und der verwendeten Virusvariante (Herden et al.,
2000) abhangig. Auch Méause lassen sich experimentell infizieren. Dabei kommt es
nur bei neonatal infizierten Mausen mit einem mausadaptierten BoDV zu neurologi-
schen Erkrankungen. Die Schwere der Erkrankung neonatal infizierter Mause ist da-
bei abhdngig vom Mausestamm (Hallensleben et al., 1998). Im Gegensatz zum Rat-

tenmodell erkranken adult infizierte Mause nicht (Kao et al., 1984; Rubin et al., 1993).

Reservoir des BoDV

Experimentelle Untersuchungen an Lewis-Ratten lieBen schon frih Nagetiere als
mogliches Reservoir fir das BoDV vermuten. Infiziert man neonatale Lewis-Ratten
innerhalb von 24 Stunden nach Geburt intrazerebral, kommt es zu einer tolerierten,
persistierenden Virusinfektion. Bei diesen Tieren kommt es zu einer Virusverbreitung
Uber das Gehirn in die Peripherie und damit zur Ausscheidung von infektidsem Virus
Uber Urin, Lakrimalflissigkeit, Nasensekret und Speichel (Morales et al., 1988;
Sauder and Staeheli, 2003). L&sst man die neonatal infizierten Ratten zusammen mit
den Muttertieren, so erkranken die Muttertiere regelméaBig. Anhand der
histopathologischen Veranderungen (Odematisierung im Frontalhirn), die bei der Le-
wis-Ratte charakteristisch fir eine intranasale Infektion ist, lie3 sich bei den Muttertie-
ren als Infektionsroute die intranasale Infektion nachweisen (Morales et al., 1988).
Bei freilebenden Nagetieren konnten bisher nur anti-BoDV-Antikérper, jedoch kein

Virus (weder im Gehirn noch in den Organen) nachgewiesen werden (Bourg et al.,
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2013; Darrwald et al., 2014). Auch Wildvégel wurden als Virusreservoir diskutiert
(Berg et al., 2001).

2006 konnte als Virusreservoir die Feldspitzmaus (Crocidura leucodon) identifiziert
werden (Hilbe et al., 2006). Inzwischen konnte neben dem Endemiegebiet in der
Schweiz (Puorger et al., 2010) auch fir Endemiegebiete in Bayern und in Sachsen-
Anhalt die Feldspitzmaus als Virusreservoir bestatigt werden (Bourg et al., 2013;
Dirrwald et al., 2014). Weitere Untersuchungen an lebenden Feldspitzméausen zeig-
ten, dass infektidses Virus tber Speichel, Urin und Sekrete der Flankendrise ausge-
schieden wird (Nobach et al., 2015). Alle Tierspezies, die sich auf nattrliche Weise
Uber das von der Feldspitzmaus ausgeschiedene Virus intranasal infizieren (,infekti-
Oser Staub®), sind Fehlwirte (Nobach et al., 2015). Wie sich das BoDV in der Popula-
tion der Feldspitzmé&use halt, ob durch vertikale oder horizontale Ubertragung, ist

noch nicht geklart.
2.2.1 Horizontale und vertikale Ubertragung des Mammalian 1 bornavirus

Bisher konnten beim Pferd weder eine horizontale (Donner, 1998), noch eine vertika-
le Ubertragung nachgewiesen werden (Werner, 2000). Die Untersuchungen zur ver-
tikalen Ubertragung betrafen klinisch inapparent BoDV-infizierte Stuten und Stuten
mit akutem Krankheitsverlauf. Es wurden die Fohlen von 14 BoDV-seropositiven Stu-
ten post partum untersucht. Alle Fohlen hatten im Serum keine Antikdrper gegen
BoDV vor der Aufnahme von Kolostralmilch. Nach Aufnahme von Kolostrum waren
maternale anti-BoDV-Antikérper nachweisbar. Diese konnten nach sechs bis zwolf
Monaten jedoch nicht mehr nachgewiesen werden. AuRerdem waren in peripheren
Blutzellen der Fohlen mittels RT-PCR keine virusspezifische RNA nachweisbar. Auch
bei zwei klinisch apparenten BD-Fallen bei trédchtigen Stuten gab es keine Hinweise
auf eine vertikale Ubertragung. Im ersten Fall konnte retrospektiv das Fohlen einer
akut an BD erkrankten Stute durch Schnittentbindung entwickelt und mit der Flasche
aufgezogen werden. Bei diesem Pferd gab es Uber einen Beobachtungszeitraum von
acht Jahren keinen Hinweis auf eine vertikale Ubertragung. Es wurden weder Anti-
kérper gegen BoDV im Serum oder Liquor noch virusspezifische RNA nachgewiesen.
Bei dem zweiten Fall handelt es sich um das Fohlen einer an BD erkrankten Kalt-
blutstute, das nach Kaiserschnitt nicht Gberlebte. Auch hier konnten keine Antikdrper

gegen BoDV nachgewiesen werden. Alle Organe des Fohlens wurden zusatzlich auf

[8]



LITERATURUBERSICHT

infektioses Virus (Virus-Isolierung auf REB-Zellen), BoDV-Antigen (Westernblot,
Immunhistochemie) und BoDV-RNA (RT-PCR) untersucht. Alle Methoden wiesen ein
negatives Ergebnis auf. Eine zusétzlich durchgeflhrte histologische Untersuchung
aller Organe zeigte keine Auffalligkeiten. Bei der euthanasierten Mutterstute hinge-
gen konnte infektidses Virus, Virusantigen, virusspezifische RNA und anti-BoDV-
Antikdrper im Serum und Liquor nachgewiesen werden (Werner, 2000). Im Gegen-
satz dazu stehen Ergebnisse aus Japan. Eine tragende Stute aus dieser Untersu-
chung wurde wegen Ataxien und Paresen eingeschlafert und auf eine BoDV-
Infektion untersucht. Das Gehirn zeigte histologisch neuronale Degenerationen sowie
Nekrosen und Hamorrhagien. In Gehirnmaterial wurde auRerdem BoDV-RNA nach-
gewiesen. Das Gehirn des Fetus zeigte histologisch keine Veranderungen, aber
auch dort konnte BoDV-RNA nachgewiesen werden. Die BoDV-Sequenzen beider
Proben waren identisch (Hagiwara et al., 2000). Die Ergebnisse sind jedoch fraglich,
da die Virussequenz mit der Sequenz Ubereinstimmt, die fur das Virus-Cluster Ba-
den-Wirttemberg / Bayern Il ermittelt wurde. Phylogenetische Analysen zeigten,
dass unterschiedliche Virus-Cluster fir die jeweiligen Endemiegebiete typisch sind
(Darrwald et al., 2006; Kolodziejek et al., 2005). Die aufderhalb der Endemiegebiete
nachgewiesenen BoDV-Sequenzen zeigten eine groRe Ubereinstimmung mit den
Laborstémmen, mit denen in den entsprechenden Laboren gearbeitet wurde. Somit
kann bei diesen Ergebnissen eine Laborkontamination nicht ausgeschlossen werden
(Durrwald et al., 2007). Eine vertikale Ubertragung bei neugeborenen Mausen von
experimentell infizierten Versuchstieren konnte in einer Studie nachgewiesen wer-
den. Hierfir wurden sechs Wochen alte Mduse intraperitoneal mit BoDV infiziert und
dann zur Zucht verwendet. Ein Teil der tragenden Mause wurde bereits am Tag zehn
und vierzehn der Tréachtigkeit getotet und ihre Feten untersucht. Von zwei Muttertie-
ren wurden die Wirfe sieben Tage nach Geburt untersucht. Alle neugeborenen Mau-
se wiesen BoDV-RNA im Gehirn auf. Auch in der Placenta war BoDV-RNA nach-
weisbar. Immunhistochemisch konnte BoDV p40 in den Neuronen im Gehirn bei allen
neugeborenen Mausen und bei den Feten nach dem vierzehnten Tag der Tréchtig-
keit nachgewiesen werden. Bei den Feten des zehnten Tages konnte kein Hinweis
auf eine BoDV Infektion gefunden werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es bei
Mé&usen wahrend der Tréchtigkeit zu einer vertikalen Ubertragung von BoDV auf den

Fetus kommen kann (Okamoto et al., 2003).
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2.3 Avidre Bornaviren

2008 wurde mit dem Virochip-Verfahren (Microarrayanalyse) ein Virus aus Papagei-
en mit einer neuronalen Drisenmagendilatation (PDD) nachgewiesen (Kistler et al.,
2008). Dieses Virus zeigte eine Genomorganisation, die typisch fur Bornaviren ist.
Das Virus zeigte eine Ubereinstimmung in den fiir Bornavirus typischen Merkmalen:
die sechs Proteine N, P, X, M, G und L, die sechs verschiedenen Open Reading
Frames (ORF) und die Anordnung von regulatorischen Elementen. Eine Uberein-
stimmung ergab auch die ahnliche Anordnung von Initiations- und
Terminationsstellen und der Splicingsignale der Introns. Allerdings zeigte das disku-
tierte Virus nur eine Sequenzhomologie von 64% zu BoDV (Kistler et al., 2008). Pa-
rallel dazu wurden von Honkavuori et al. (2008) mit Pyrosequenzanalyse zwei zu
dem von Kistler et al. (2008) gefundenem Virus ahnliche Viren gefunden. Aufgrund
der Ahnlichkeit mit BoDV wurde das Virus den Bornaviridae zugeordnet und Avidres
Bornavirus genannt. Rinder et al. (2009) untersuchten den Unterschied zu den
Bornaviren der Saugetiere genauer. So scheint den avidaren Bornaviren eine regula-
torische Sequenz in 3'-Richtung des ORF fiir das X-Gen zu fehlen. Des Weiteren ist
im Gegensatz zu den Bornaviren der Sdugetiere bei den &vidren Bornaviren die
Startregion S2 direkt in die 5°-Richtung des ORF fir das N-Gen gerichtet. Die Unter-
schiede betreffen also hauptsachlich die Transkriptionseinheiten 1 und 2 (Rinder et
al., 2009).

ABV BDV
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3 stNE - :‘u IU i Lé/ l_s i&r . I - i =S »l—#—IL 5
:1\:,1 |—|1 " T [ Ee— ] T ]
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Abbildung 2: Genomstruktur von avidren Bornaviren und Bornaviren der Sdugetiere im Vergleich
Fehlende regulatorische Sequenz in 3'-Richtung des ORF fiir das X-Gen bei den avidren Bornaviren. Im Gegen-
satz zu den Bornaviren der Sdugetiere ist bei den avidren Bornaviren die Startregion S2 direkt in die 5-Richtung
des OREF fiir das N-Gen gerichtet (Rinder et al., 2009).
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Bis heute sind bei Psittaziden acht verschiedene Bornavirusvarianten entdeckt wor-
den (Honkavuori et al., 2008; Kistler et al., 2008; Philadelpho et al., 2014;
Rubbenstroth et al., 2012; Weissenbock, 2009). Auch bei anderen Vogelspezies
konnten aviare Bornaviren nachgewiesen werden. So wurden avidre Bornaviren bei
Kanarienvégeln und Astrilden (Rubbenstroth et al., 2013; Rubbenstroth et al., 2014b;
Weissenbock et al., 2009), bei Hocker- und Trompeterschwéne, Kanada-, Schnee-
und Zwergschneegénse sowie Stockenten, Brautenten und Méwen (Delnatte et al.,
2011; Delnatte et al., 2013; Guo et al., 2012; Guo et al., 2014; Guo et al., 2015;
Payne et al., 2012) nachgewiesen.

Erst kirzlich wurde das aquatic bird bornavirus 2 (ABBV-2) vormals ABV-MALL ent-
deckt. Es wurde in Stockenten in den USA gefunden (Guo et al., 2014). Eine weitere
Virusvariante bei Papageien wurde 2015 beschrieben. Bei der Virusvariante handelt
es um eine bereits 2008 gefundene Variante, die aber erst 2015 als Folge von feh-
lenden ausfihrlichen Genomsequenzen bestimmt werden konnte (Kuhn et al., 2015;
Marton et al.,, 2015). Diese unterscheidet sich in der Sequenz deutlich vom
Psittaciform 1 bornavirus. Auch ein Vergleich mit anderen Virusvarianten erbrachte
nur eine 68% Sequenzhomologie zu CnBV-2. Dies erforderte die Neuklassifizierung
unter Psittaciform 2 bornavirus. Die neue Virusvariante wurde parrot bornavirus 5
(PaBV-5) genannt. Noch nicht klassifizierte Virusvarianten von avidren Bornaviren
sind aktuell PaBV-6 (Kuhn et al., 2015) und PaBV-8 (Philadelpho et al., 2014). Bei
PaBV-8 gehen die Autoren von einer neuen Variante des Psittaciform 1 bornavirus
aus, da eine hohe Sequenzhomologie zu diesem besteht. Die Einteilung der avidren
Bornaviren nach der aktuellen verdéffentlichten Nomenklatur ist in der folgenden Ta-

belle aufgefuhrt:

1]



LITERATURUBERSICHT

Spezies Virus
Passeriform 1 bornavirus Canary bornavirus 1, 2, 3 (CnBV-1, -2, -3)
Passeriform 2 bornavirus Estrildid finch bornavirus 1 (EsBV-1)

Parrot bornavirus 1, 2, 3, 4und 7 (PaBV-1, -2, -3, -4 und

Psittaciform 1 bornavirus PaBV-7)

Psittaciform 2 bornavirus Parrot bornavirus 5 (PaBV-5)

Aquatic bird bornavirus 1(ABBV-1)
Water bird 1 bornavirus

Aquatic bird bornavirus 2 (ABBV-2)

Parrot bornavirus 6

Noch nicht klassifizierte avidre Bornaviren Parrot bornavirus 8

Munia bornavirus 1 (MuBV-1)

Tabelle 1: Ubersicht der avidren Bornaviren nach der aktuellen Nomenklatur (Afonso et al., 2016)

Natirliches Vorkommen von PaBV

In Europa und Nordamerika findet sich bei Psittaziden am haufigsten PaBV-2 und
PaBV-4 (Hoppes et al., 2010; Staeheli et al., 2010; Weissenbock, 2009). Honkavuori
et al. fanden 2008 bei drei von drei (100%) Papageien mit PDD avidre Bornaviren im
Gehirn, Driisenmagen und Nebenniere. In einer weiteren Studie wurden avidre
Bornaviren bei finf von acht (62,5%) erkrankten Papageien aus den USA und finf
von sieben (71%) aus Israel nachgewiesen (Kistler et al., 2008). 2009 wurde bei
sechs Papageien die an PDD erkrankt waren eine Infektion mit avidren Bornaviren
beschrieben (Rinder et al., 2009). Auch bei 31 Gewebeproben von Papageien aus
Osterreich, der Schweiz, Ungarn und Australien die an PDD erkrankt waren konnten
avidre Bornaviren nachgewiesen werden (Weissenbdck et al., 2009). Bei einer Un-
tersuchung europaischer Papageienhaltungen konnte PaBV nachgewiesen werden.
Es wurden 1442 lebende und 73 tote Vogel aus 215 européischen Vogelhaltungen
untersucht. Die Pravalenz lag bei 22,8 % (Heffels-Redmann et al., 2011). Eine weite-
re Studie untersuchte Psittaziden aus Brasilien aus konfiszierten Wildfangen. Bei 30
% der 86 untersuchten Tiere wurden im Probenmaterial PaBV-4 RNA oder PaBV-
spezifische Antikdrper festgestellt (Encinas-Nagel et al., 2014). PaBV kommt somit

sowohl bei wildlebenden als auch bei in Menschenobhut gehaltenen Papageien vor.
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Experimentelle Untersuchungen von PaBV

In experimentellen Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen den
avidren Bornaviren und der Erkrankung PDD hergestellt werden. In einer Studie wur-
den auf multiplen Infektionsrouten (intramuskular, intraokulér, intranasal und oral)
drei Nymphensittiche mit Gehirnmaterial aus einem an PDD erkrankten, PaBV-4 po-
sitiven Graupapagei infiziert. Bei allen inokulierten Végeln konnte eine Erkrankung
hervorgerufen und PaBV-4 nachgewiesen werden. Die Kontrollgruppe, die mit Ge-
hirnmaterial aus gesunden Tieren inokuliert wurde, erkrankte hingegen nicht (Gancz
et al., 2009). Dieser Versuch deutete zum ersten Mal auf einen kausalen Zusam-
menhang zwischen der Infektion mit avidren Bornaviren und der Erkrankung PDD
hin. Allerdings stutzt sich die Studie auf Nymphensittiche eines Bestandes, in dem
bereits natlrliche Infektionen mit PaBV vorlagen. In einer weiteren Studie wurden
zwei Felsensittiche mit dem PaBV-4 Isolat aus Gehirnmaterial eines Gelbbrustaras,
der an PDD erkrankt war, intramuskular infiziert. PaBV-spezifische Antikérper gegen
das 38-kDa N-Protein waren 33 Tage nach Infektion im Western-Blot nachzuweisen.
PaBV-RNA konnte 62 Tage nach Infektion im Kot nachgewiesen werden. Beide V6-
gel entwickelten PDD-typische Krankheitsanzeichen. Histopathologisch konnte post
mortem bei beiden Vogeln eine lymphoplasmazytdre Ganglioneuritis in Kropf, Dri-
sen-, Muskelmagen und Darm, die typisch fiir eine PDD ist, festgestellt werden. In
den Gehirnproben konnte PaBV-RNA nachgewiesen werden (Gray, 2010). In einer
Infektionsstudie mit PaBV-freien Nymphensittichen konnte nach intrazerebraler und
intravendser Inokulation von PaBV-4 aus einem an PDD erkrankten Hellroten Ara
eine Erkrankung bei allen Tieren hervorgerufen werden. Es wurden 19
Nymphensittiche untersucht. Jeweils neun der Végel wurden intrazerebral oder intra-
vends mit PaBV infiziert. Zusétzlich wurde ein Sentinel-Nymphensittich als Kontaktier
dazugesetzt. Die Nymphensittiche wurden 33 Wochen lang beobachtet und unter-
sucht. Erste Krankheitsanzeichen einer PDD traten nach 159 (intravendse Gruppe)
beziehungsweise nach 199 (intrazerebrale Gruppe) Tagen p.i. bei funf Végeln auf
(drei aus der intravendsen Gruppe und zwei aus der intrazerebralen Gruppe). Das
Sentineltier zeigte keine Auffalligkeiten. In der Sektion konnte bei sieben Végeln ein
vergroRerter Drisenmagen festgestellt werden. Bei allen Nymphensittichen aufder
dem Sentineltier konnte sowohl histologisch, immunhistochemisch als auch serolo-

gisch und mittels RT-PCR die Infektion und die Erkrankung nachgewiesen werden
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(Piepenbring et al., 2012). Im gleichen Versuchsmodell wie zuvor gelang auch die
Infektion und Ausldsung einer Erkrankung in Nymphensittichen nach Inokulation von
PaBV-2 aus einem an PDD erkrankten Nymphensittich. Ahnlich zu PaBV-4 fiihrte die
Infektion mit PaBV-2 zu einer persistenten Infektion ab dem sechsten Tag nach In-
fektion. Ab dem 27. Tag konnte PaBV-2 RNA in Kropf- und Kloakentupfern nachge-
wiesen werden. Anders als bei der Infektion mit PaBV-4 entwickelten mehr Vogel
PDD typische Krankheitsanzeichen. Von den infizierten Nymphensittichen zeigten
zwolf klinische Symptome und bei zehn konnte ein vergréRerter Driisenmagen in der
Sektion festgestellt werden. Bei allen infizierten Nymphensittichen konnte sowohl
histologisch, immunhistochemisch als auch serologisch und mittels RT-PCR die In-
fektion mit PaBV-2 nachgewiesen werden (Piepenbring et al., 2016). Somit wurde
der kausale Zusammenhang zwischen PaBV-2 und PaBV-4 als Ausléser der PDD
erfolgreich bestatigt. Die beiden Versuche aus 2012 und 2016 bestétigten erstmalig
die Erfullung der Henle-Kochschen-Postulate mit statistisch signifikanten Ergebnis-

sen.
2.3.1 Pathogenese und Symptome durch avidre Bornaviren

Durch die Studien der experimentellen Infektion mit PaBV-4 und PaBV-2 konnten
beim Nymphensittich erstmalig Symptombilder und die Pathogenese von PaBV im
zeitlichen Verlauf beschrieben werden (Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al.,
2012). Bereits zwischen dem 33. und 41. Tag nach Infektion mit PaBV-4 traten bei
einem Nymphensittich Stérungen des Allgemeinbefindes, die Ausscheidung von
unverdautem Futter und epileptiforme Anfélle auf. Zwei weitere V6gel zeigten nach
116 und 126 Tagen p.i. nur gastrointestinale Symptome. Dartiber hinaus konnten bei
zwei Nymphensittichen ab dem 159. und 199. Tag p.i. nur neurologische Symptome
festgestellt werden. Zwei Nymphensittiche verstarben plétzlich ohne Symptome an
Tag 66 und 120 p.i.. Durch die histologisch feststellbare lymphoplasmazytére
Infiltration im Gehirn kommt es zu einer Enzephalitis mit neurologischen Symptomen
wie Ataxie, Tremor, epileptiforme Anfédlle und unkoordinierte Bewegungen
(Piepenbring et al., 2012). Nach der Infektion mit PaBV-2 zeigten 12 von 18
Nymphensittichen die typischen gastrointestinalen Symptome einer PDD. Bereits im
ersten Drittel der Versuchszeit (1-77d.p.i.) zeigten funf Vogel heftige Krankheitssymp-
tome mit Abmagerung und Ataxie, alle Vdgel hatten einen hochgradig dilatierten

Driisenmagen. Fiunf weitere Vogel erkrankten zwischen dem 78. und 154. Tag p.i.
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mit milden Symptomen des Gewichtsverlustes und leichter Ataxie. Die Driisenmagen
dieser Tiere waren nur leicht dilatiert. Zwei weitere Nymphensittiche zeigten bis zum
Versuchsende nur leichte Symptome wie Gewichtsverlust. (Piepenbring et al., 2016).
Bereits vor Entdeckung der avidren Bornaviren wurden die Symptome der PDD in
der Literatur beschrieben. Bei der PDD kommt es zu einer nichteitrigen, entzindli-
chen Infiltration der autonomen Nerven des Magen- und Darmtraktes (Graham,
1991). Dies fuhrt zu einem Innervationsverlust mit darauffolgender Atrophie der glat-
ten Muskulatur des gastrointestinalen Systems (Dahlhausen et al., 2002; Grund and
Ritter, 2004; Hughes, 1984; Lierz, 2005). Die Motilitatsstorungen fihren zu einer
Futteranschoppung. Durch die Uberladung des Driisenmagens kommt es zu einer
Dilatation, die der Erkrankung PDD ihren Namen gegeben hat (Gregory, 1995). Nach
Fortschreiten der Erkrankung und starker Futteranschoppung kann das Duodenum
ebenfalls dilatieren (Busche et al., 1985; Lutz and Wilson, 1991). Durch den Druck
des Futters auf die dilatieten Magen- und Darmwénde kdnnen diese auch
rupturieren (Shivaprasad et al., 1995; Turner, 1984). Die ersten klinischen Anzeichen
fur eine PDD sind unverdaut ausgeschiedene Kérner im Kot. Aber auch Durchfall,
Erbrechen oder Regurgitieren und Polyurie/Polydypsie kénnen Zeichen einer Dri-
senmagendilatation sein (Clark, 1984; Mannl et al., 1987; Ridgway and Gallerstein,
1983; Turner, 1984; Woerpel and Rosskopf, 1984). Durch die Maldigestion des Fut-
ters magern die V6gel trotz Futteraufnahme ab und verhungern schlieRlich (Ridgway
and Gallerstein, 1983; Vice, 1992; Woerpel and Rosskopf, 1984). Die beiden Studien
von Piepenbring et al. (2012 und 2016) zeigten deutlich die beiden Hauptsymptome
einer Infektion mit avidren Bornaviren. Neben den klassischen Symptomen einer
PDD konnten neurologische Symptome sowohl alleine als auch in Kombination auf-
treten. Erste Krankheitsanzeichen konnten nach experimenteller Infektion bereits

nach 33 Tagen beobachtet werden.
2.3.2 Diagnose der klinischen Erkrankung einer Infektion mit PaBV

Der Verdacht auf eine Erkrankung kann anhand der klinischen Symptome gestellt
werden. Hierbei muss zwischen den beiden Hauptleitsymptomen PDD und neurolo-
gische Stérungen unterschieden werden. Klassisch fir die PDD sind Abmagerung
und Apathie. Im Roéntgenbild und endoskopisch kénnen ein vergroRerter Drisenma-
gen sowie eine verlangerte Passagezeit von Futter festgestellt werden (Woerpel et

al., 1984). Zusatzlich kdnnen neurologischen Symptome auftreten. Beides kann
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kombiniert oder getrennt voneinander auftreten. Die PDD kann mit Hilfe einer
histopathologischen Untersuchung einer Kropfbiopsie diagnostiziert werden (Doolen,
1994). Dort kann der Nachweis lymphoplasmazytarer Infiltrate in Ganglienregionen
des Kropfes erfolgen (Boutette and Taylor, 2004). Bei der Kropfbiopsie ist das Risiko
von falsch-negativen Ergebnissen sehr hoch, da nicht immer ausreichend Nerven-
gewebe bioptiert wird. Sicherer fur die Diagnose ist die kombinierte Biopsie aus Dri-
sen- und Muskelmagen. Damit wird das Risiko von falsch-negativen Ergebnissen
durch die Auswahl verschiedener Stellen im Magen-Darmtrakt reduziert. Als Stan-
darduntersuchung hat diese aber zu grof3e gesundheitliche Risiken fir den Vogel
(Gregory et al., 1996). Zusétzlich sollte der spezifische Nachweis einer Infektion mit
avidren Bornaviren erfolgen (siehe 2.3.3). Post mortem kann zusammenfassend an-
hand der klinischen Symptome und der histopathologischen Untersuchung die Er-

krankung diagnostiziert werden.

Als Differentialdiagnosen der Erkrankung des Gastrointestinaltraktes sollten Infektio-
nen, Fremdkoérper oder Neoplasien ausgeschlossen werden. Findet sich nur eine
Dilatation des Driisenmagens ohne weitere klinische Symptome, muss an spezies-
oder altersspezifische Veradnderungen gedacht werden. Beispielweise haben Edel-
papageien als Weichfresser im Vergleich zu Kérnerfressern immer einen grofen
Driisenmagen. Genauso zeigen Jungtiere vor der Aufnahme von Festfutter und er-
wachsene Papageien, die ausschlief3lich mit Pellets gefiittert werden, eine physiolo-
gische VergréRerung des Driisenmagens. Bei Symptomen aus dem zentralnervésen
Bereich kénnen Vitamin- und Mineralmangel ursachlich sein. Auch Schwermetallinto-
xikationen, giftigen Pflanzen oder Organophosphate sowie Chemikalien kénnen star-
ke neurologische Symptome auslésen. Dartber hinaus kdnnen psittazine Herpesvi-
ren, Paramyxoviren, Adenoviren oder das Eastern Equine Encephalomyelitis Virus
sowie Salmonellose oder eine Infektion mit Chlamydien &hnliche Symptome verursa-
chen. Bei unspezifischen Symptomen missen auch internistische Probleme in Be-

tracht gezogen werden (Speer, 2015).
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2.3.3 Molekularbiologische Nachweismethoden einer Infektion mit Avidren

Bornaviren
RT-PCR

Fir die Detektion der Gene L, M und N der avidren Bornaviren stehen verschiedene
RT-PCR-Protokolle zu Verfigung. Hierfir muss die virale RNA aus der Probe isoliert
werden. Nach der Extraktion kann die RNA durch reverse Trankription in cDNA um-
geschrieben werden. Diese kann dann mittels einer RT-PCR und anschlielender
Gelelektrophorese ausgewertet werden. (Kistler et al., 2008; Weissenbock, 2009).
Fur die verschiedenen avidren Bornaviren sind die zur Verfigung stehenden RT-
PCR-Protokolle unterschiedlich sensitiv. Die Wahl des PCR-Protokolls hdngt davon
ab, welche Virusvariante in der Probe vermutet wird. Fir ein breites Spektrum an
avidren Bornavirusvarianten stehen konventionelle PCR-Protokolle zur Verfiigung,
deren Primer sich gegen die Konsensussequenz des N-Gens (Ncon) beziehungswei-
se M-Gens (Mcon) der Virusvarianten PaBV-1 bis -5 sowie BoDV-1 und -2 richten
(Kistler et al., 2008). Auch der Nachweis fir ABBV-1- und -2 bei Wasservogeln kann
mittels konventioneller RT-PCR erfolgen (Guo et al., 2014; Payne et al., 2011). Far
die quantitative Bestimmung von PaBV-4 und PaBV-3 stehen zwei spezifische real-
time-RT-PCR-Protokolle zur Verfiigung. Die Primer und Sonde binden an Sequenzen
des P-Gens (Phosphoprotein). Sie dienen dem Nachweis von PaBV-4 (Primer 1034-
1322) und PaBV-3 (Primer 1367) und ermdglichen eine quantitative Analyse anhand
des Ct-Wertes < 36 (Honkavuori et al., 2008). Fiur den Nachweis von PaBV-2 wurde
ein neues real-time-RT-PCR-Protokoll etabliert, da die bisherigen Primer dieses nicht
detektieren konnte. Wie bei der real-time-RT-PCR fur die Detektion von PaBV-4 und
PaBV-3 wurde die Sequenz des P-Gens als Grundlage genutzt und Primer und Son-
de fur PaBV-2 modifiziert (Piepenbring et al., 2016). Fur Virusvarianten der Spezies
Passeriform 1 bornavirus und Passeriform 2 bornavirus kann eine gegen die
Konsensussequenz des N-Gens von CnBV-1 und -2 gerichtete RT-PCR (Ccon) ver-
wendet werden. Diese zeigte sich im Vergleich zur Ncon- und Mcon-PCR bei diesen
Virusvarianten sensitiver (Rubbenstroth et al., 2013; Rubbenstroth et al., 2014b). Bei
Sperlingsvogeln kann dartber hinaus auch die gegen die Konsensussequenz des P-
Gens von CnBV-1, -2 und MuBV-1 gerichtete RT-PCR (Fcon) verwendet werden
(Rubbenstroth et al., 2014c). Der Nachteil des Virus-RNA-Nachweises mittels PCR

ist, dass bereits vor der Untersuchung die wahrscheinliche Virusvariante der Probe
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vermutet werden muss, um auf das geeignete PCR-Protokoll zurlickgreifen zu kén-
nen. Darliber hinaus kann es nétig sein, dass verschiedene PCR-Protokolle einge-
setzt werden mussen, beginnend mit der wahrscheinlichsten, um die Probe sicher

untersuchen zu kénnen.

In-situ-Hybridisierung

Weissenbdck et al. verdffentlichten 2010 eine Untersuchung mit In-situ-
Hybridisierung an Gewebeschnitten zum Nachweis von PaBV-RNA. Die In-situ-
Hybridisierung ermdglicht den Nachweis von messenger-RNA in Gewebeschnitten
und Zellen. Sind spezifische mRNA-Sequenzen in den untersuchten Gewebeschnit-
ten vorhanden, weist das darauf hin, dass bestimmte Gensequenzen zum Zeitpunkt
der Analyse transkribiert wurden und somit aktiv waren (Leitch et al., 1994). Die
Digoxigenin-markierten Sonden aus der Studie detektierten PaBV-mRNA in Gewe-
beproben des Gehirns, des vegetativen Nervensystemes, der glatten Muskulatur des
Magen- und Darmtraktes sowie Zellen des Myokard. Allerdings detektierten sie von

elf immunhistochemisch positiven Proben nur sieben (Weissenbdck et al., 2010).

Antigennachweis mittels Immunhistochemie

Zum Nachweis von viralem Antigen wird am Gewebsschnitt eine Reaktion mit Anti-
kérpern durchgefiihrt. Hierfir werden meist oligoklonale Antikérper vom Kaninchen
oder monoklonale von der Maus verwendet. Auf Gewebeschnitte wird ein virusspezi-
fischer Erstantikérper gegeben, an den dann ein anti-Spezies-Antikérper, der mit ei-
nem Enzym gekoppelt ist, binden kann. Durch eine enzymatische Katalysation
kommt es anschlielend zu einer Farbreaktion, die mikroskopisch ausgewertet wer-
den kann. Bisher zeigte sich, dass polyklonale Antikérper gegen das P-Protein von
BoDV erfolgreich zum Nachweis von avidren Bornaviren verwendet werden kénnen
(Rinder et al., 2009; Weissenbock, 2009). Auch ein oligoklonaler BoDV-Antikorper
gegen das P-Protein wurde in Studien erfolgreich eingesetzt (Piepenbring et al.,
2016). Hierfur wird die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) Methode angewen-
det mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-BDV-p24-Primarantikérper und
biotinylietem anti-Kaninchen-IgG als Sekundéarantikérper. Um die Antigen-
Antikdrper-Reaktion sichtbar zu machen, werden die Schnitte mit Chromogen-
Diaminobenzidin (DAB) gefarbt (Herden et al., 1999). Wahrend die Antikbper gegen
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das P-Protein zufriedenstellende Farbreaktionen auslsen, reagiert der monoklonale
Antikdrper Bo18, der gegen ein Epitop des N-Proteins von BoDV gerichtet ist, nicht
mit dem avidren N-Protein (Herzog et al., 2010; Raghav et al., 2010; Rinder et al.,
2009; Weissenbock, 2009; Winschmann et al., 2011).

Antikérpernachweis

Fur den Nachweis von Antikdrpern gegen avidre Bornaviren stehen verschiedene
serologische Tests zur Verfiigung. Bei der Untersuchung von 19 Papageien eines
Bestandes und einem Graupapagei aus einem anderen Bestand, konnten mit einem
ELISA hohe Antikérpertiter (1 : 4 000) bei zwei Soldatenaras und dem Graupapagei
festgestellt und die Spezifitdt des Testes anhand eines Western-Blots bestatigt wer-
den. Der ELISA detektierte anti-P40Protein-spezifische Antikdrper der avidren
Bornaviren. Fir den Test wurde rekombinantes N-Protein als Antigen des Bornavirus
der Sdugetiere verwendet (De Kloet and Dorrestein, 2009). Fur die Untersuchung
von Papageienseren mittels Western-Blot wurden die Lysate von
Entenembryofibroblasten-Kulturen, die mit ABV-4 infiziert waren, verwendet. Zwar
detektierte dieser Test eine hohe Prozentzahl der histologisch positiven Proben, im
Vergleich zur RT-PCR konnte er aber nur wenig Spezifitdt aufweisen. Von elf histolo-
gisch bestatigten PDD Fallen konnten bei neun (81,8%) mittels Western-Blot PaBV-
Antikdrper bestatigt werden. In dieser Studie konnten auch bei zwolf gesunden V6-
geln bei vier (33,3%) Tieren serologisch Antikérper gegen PaBV nachgewiesen wer-
den. Eine weitere Untersuchung von 94 Serumproben, darunter 19 von an PDD er-
krankten Végeln, ergab den Nachweis von PaBV-Antikérpern in 18 (94,7%) Seren.
Alle positiven Seren dieser Untersuchung gehérten zu Vogeln, die an PDD erkrankt
waren (Villanueva et al., 2010). Ein indirekter Immunfluoreszenztest wurde 2010 fur
den Vogel etabliert. Hierfir wurden persistent BoDV-infizierte Madin Darby canine
kidney Zellen (MDCK), Epithelzellen aus der Niere eines Hundes, genutzt. Damit ge-
lang die Detektion PaBV-spezifischer Antikorper bei 45,5% (35 von 77) klinisch ge-
sunden Vdégeln aus einem Bestand mit bekannter PDD Vorgeschichte. Im Vergleich
dazu lag der Nachweis von PaBV-RNA in der RT-PCR und rRT-PCR bei diesen 77
Tieren bei 36%. Somit konnte in dieser Studie bei 34% der Tiere ohne RNA-
Nachweis mittels [IFA (Indirect immunofluorescence assay) PaBV-spezifische Anti-
kérper nachgewiesen werden (Herzog et al., 2010). Inzwischen wurde der IIFT vom

heterologen System auf ein homologes System (persistent PaBV- infizierte CEC-32-
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Zellen) umgestellt und in den Versuchen von Heckmann et al. (2015) bereits erfolg-

reich eingesetzt.

Virus-Isolierung

Ein weiterer Test zur Diagnostik einer Infektion mit avidren Bornaviren ist die Isolie-
rung von infektiésem Virus aus Organmaterial, Tupferproben und Blut (Piepenbring
et al., 2012; Rubbenstroth et al., 2012; Rubbenstroth et al., 2013). In einer Studie
wurden unterschiedliche Zellkulturen fur die Virus-Isolierung untersucht. Die CEC-32-
Wachtelfibroblastenzelllinie, die Wachtel-Skelettmuskel-Zelllinie QM7 und die
chicken-LMH-hepatoma-Zelllinie als Vogel-Zellkulturen. Darliber hinaus wurden die
Sé&ugetierzellkulturen Vero-monkey-kidney-Zellen, Rat-glioma-Zelllinie und die MDCK
Zelllinie vom Hund eingesetzt. Diese Studie zeigte, dass Avidre Bornaviren unter-
schiedlich gut auf verschiedenen Vogel-Zelllinien wachsen. Auf Saugerzelllinien lasst
sich das Virus nicht erfolgreich vermehren (Rinder et al.,, 2009). Die
Wachtelfibroblastenzelllinie CEC-32 eignet sich besonders bei PaBV (Rinder et al.,
2009; Rubbenstroth et al., 2012), wohingegen fir Sperlingsvogel relevante
Bornaviren gut auf der Wachtelmuskelzelllinie QM-7 anziichtbar sind (Rubbenstroth
et al., 2013; Rubbenstroth et al., 2014c). Das waterbird 1 bornavirus lasst sich auch
gut auf Entenfibroblasten (duck fibroblasts, DEFs) anzlichten (Guo et al., 2014; Pay-

ne et al., 2011a). Der Virusnachweis der infizierten Zellen erfolgt mittels IIFT.

Beurteilung der Ergebnisse der verschiedenen Nachweismethoden

Alle bisherigen Testverfahren zeigen in ihrer praktischen Durchfihrung am lebenden
Tier Limitierungen bei der Interpretation der Ergebnisse. Die Ergebnisse von Herzog
et al. (2010) zeigen, dass in der Immunfluoreszenz nicht alle zuvor mit RT-PCR auf
PaBV-RNA getesteten Proben sicher detektiert werden konnten. Allerdings fanden
sich unter den Ergebnissen auch 34 % zuvor negative auf PaBV-RNA getestete V6-
gel, deren Seren im Immunfluoreszenztest positiv reagierten. Genauso zeigen die
Untersuchungen von De Cloet und Dorrestein (2009), von Weissenbdck et al. (2010)
und von Villanueva et al. (2010), dass bei unterschiedlichen Untersuchungsmetho-
den von gleichen Proben nicht immer eine Ubereinstimmung der Ergebnisse vorhan-
den ist. Die hangt aber oftmals nicht mit den Testverfahren zusammen, sondern mit

dem Zeitpunkt der Infektion im Tier. So kénnen beispielsweise PaBV-Antikérper im
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Blut bereits frih nachgewiesen werden, ohne dass infektidses Virus oder PaBV-RNA
in den Tupferproben nachweisbar ist (Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al.,
2012).

Daruiber hinaus ist es wichtig das richtige Probenmaterial fur die jeweilige Untersu-
chungsmethode auszuwahlen. Fir die Untersuchung mittels RT-PCR eignen sich
kombinierte Kropf- und Kloakentupfer (Heffels-Redmann et al., 2012). Auch in Kot-
proben kann virale RNA nachgewiesen werden, allerdings zeigen Studien nur einen
unsicheren Nachweis, mdglicherweise durch Hemmstoffe im Kot (De Kloet and
Dorrestein, 2009). In einer Untersuchung 2009 konnte im Kot von PaBV-positiven
Végeln keine virusspezifische RNA nachgewiesen werden (Enderlein et al., 2009).
Dagegen konnte bei einer anderen Untersuchung von Kot und Kloakentupfern PaBV-
RNA nachgewiesen und kein Unterschied zwischen den beiden Proben festgestellt
werden (Hoppes et al., 2010; Hoppes et al., 2013b). Die Untersuchung von Federkie-
len auf PaBV-RNA stellt sich als dhnlich unsicher dar. 2011 konnte eine Arbeitsgrup-
pe den Nachweis von PaBV-RNA in Federkielen erbringen. Hierfir wurden 44 Papa-
geien mittels Tupferprobe und Federkiel mit RT-PCR untersucht. Dabei wurde fest-
gestellt, dass sechs Vogel PaBV-RNA in den Federkielen aufwiesen, aber nur einer
auch positiv in der Tupferprobe reagierte. In dieser Studie konnte dartiber hinaus bei
31 von den 44 Papageien PaBV-Antikdrper im Blut nachgewiesen werden (de Kloet
et al., 2011). Diese Studie zeigte erstmalig den Nachweis von PaBV-RNA aus Feder-
kielen. Dies lie} sich in einer spateren Studie aber nicht bestatigen (Hoppes et al.,
2013b).

Postmortal I&sst sich eine Infektion mit avidren Bornaviren jedoch sicher nachweisen,
da Proben aus verschiedenen Geweben entnommen werden kénnen und somit zu
einem sicheren Ergebnis beitragen. In Kombination mit histologischen Veranderun-
gen lasst sich virale RNA in vielen Geweben nachweisen. Die Organverteilung der
virusspezifischen RNA scheint dabei vom Grad der Erkrankung abzuhdngen. So fin-
den sich bei erkrankten Tieren in fast allen Organen virale RNA, bei klinisch gesun-
den, aber PaBV-positiven Tieren dagegen nur im Nervensystem (Lierz et al., 2009).
Auch im Versuch von Piepenbring et al. (2016) konnte gezeigt werden, dass nach
experimenteller Infektion mit PaBV-2 deutlich weniger Virus in den Organen der Kli-
nisch unauffalligen Tiere zu finden war als in den Erkrankten. Diese Untersuchungen

zeigen, dass bei latenten Tragern oder im Stadium einer friihen Infektion der Nach-
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weis von PaBV schwierig sein kann. Nach dem bisherigen Stand der Forschung ist
die sicherste Untersuchung am lebenden Tier eine Kombination aus Nachweis viraler

RNA mittels RT-PCR und dem serologischen Nachweis von Antikérpern.
2.3.4 Therapie und Prophylaxe

Therapieansatze zur Behandlung einer Infektion mit avidren Bornaviren mit
Amantadin zeigten bisher nur maRigen Erfolg (Gancz et al., 2010). Erste Erfolge hin-
gegen zeigen Therapieversuche mit Cyclosporin A zur Immunsuppression (Gancz et
al.,, 2012; Hoppes et al., 2012). Da die immunsupprimierende Wirkung bei Végeln
fatale Infektionen wie beispielsweise eine Aspergillose nach sich ziehen kann, be-
steht die gegenwartige klinische symptomatisch-palliative Therapie aus dem Einsatz
nichtsteroidaler Antiphlogistika, um die Entzindung der Nerven zu reduzieren. In ei-
ner Studie mit Celecoxib konnte eine erste Verbesserung der klinischen Symptomatik
nach einer Woche erzielt werden. (Dahlhausen et al., 2002). In einer weiteren Studie
wurde Meloxicam eingesetzt (Hoppes et al., 2013a). Beide Wirkstoffe werden von
Voégeln gut vertragen und kénnen auch Uber einen langeren Zeitraum eingesetzt
werden. Dartber hinaus kénnen unterstiitzende MalRnahmen je nach Symptomatik
eingeleitet werden. Bei Nahrstoffmangel und Abmagerung kann voraufgeschlosse-
nes Futter als Brei verabreicht werden. Auch Pellets eignen sich gut, da sie das Fut-
ter in leichtverdaulicher Form darbieten. Bei Passagezeitverlangerungen kénnen An-
tiemetika eingesetzt werden. Ganz besonderes Augenmerk sollte auf die Behandlung
von Sekundéarinfektionen gelegt werden (Lierz, 2005; Suedmeyer, 1992). Eine erfolg-
reiche, zur Ausheilung fiihrende Therapie der Infektion mit avidren Bornaviren ist

nicht bekannt.

Aktuelle Untersuchungen zielen auf die Entwicklung eines Impfstoffes hin. Eine Stu-
die zur Impfung als Prophylaxe wurde 2016 durchgefihrt. Der Impfstoff wurde auf
Basis viraler Vektoren hergestellt. Als virale Vektoren wurden das Newcastle disease
virus (NDV) und das modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA) ausgewahlt, in deren
Genome das Nukleoprotein- (N) und Phosphoprotein- (P) Gen von PaBV-4 bezie-
hungsweise CnBV-2 eingebaut wurden. Die Schutzwirkung der Impfstoffe wurde in
Impfversuchen fir PaBV-4 im Nymphensittich und CnBV-2 in Kanarienvogeln getes-
tet. Das Impfschema bestand aus einer Erstimmunisierung mit NDV und aus ein bis

zwei Booster mit MVA. Die geimpften Tiere wurden anschlieBend mit PaBV-4 oder
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CnBV-2 infiziert. Bei den geimpften Tieren zeigte sich eine signifikant verzégerte Vi-
rusausscheidung, jedoch kein Schutz vor der Infektion und auch kein Schutz vor der
klinischen Manifestation (Olbert, 2016). Somit stellt sich auch die Prophylaxe bislang
als schwierig dar. Nach dem bisherigen Stand der Untersuchungen sollte das Ziel
sein, PaBV-freie Bestédnde aufzubauen. Hierfir sollten Végel vor der Vergesellschaf-
tung wiederholt auf avidre Bornaviren getestet werden. Darliber hinaus spielen die
Einhaltung von HygienemalRnahmen und Quaranténe eine wichtige Rolle (Heffels-
Redmann et al., 2012). Fiir die weitere Forschung ist es wichtig, den Ubertragungs-
weg der avidren Bornaviren zu untersuchen, um Aussagen Uber geeignete

Prophylaxemaflnahmen treffen zu kénnen.
2.3.5 Ubertragungsweg von avidren Bornaviren

Der Nachweis von virusspezifischer RNA aus Kropf- und Kloakentupfern und Kot le-
gen die Vermutung einer oro-fakalen Aufnahme als Ubertragungsweg nahe (Rinder
et al., 2009). Auch andere Autoren beschreiben eine intermittierende Ausscheidung
mit dem Kot (Raghav et al., 2010) sowie eine Ausscheidung Uber Urin (Heatley and
Villalobos, 2012). Ein Beweis fiir diese Infektionswege konnte bisher nicht erbracht
werden (Kistler et al., 2010; Lierz et al., 2009; Rinder et al., 2009). Allerdings zeigen
Beobachtungen eines natlrlichen Ausbruches, dass durch Kontakt zwischen den
Végeln eine Ubertragung zumindest méglich scheint. Zwélf Végel von 46 eines Be-
standes infizierten sich durch den Kontakt mit einem PaBV-2 positiven Tier. Zehn
dieser Tiere verstarben an PDD (Kistler et al., 2010). Bei einer Untersuchung von
drei Papageienbestanden Uber ein Jahr verstarb ein zuvor PaBV-freier Hellroter Ara
nach wenigen Monaten nach Vergesellschaftung mit einem PaBV-positiven Partner-
tier (Heffels-Redmann et al., 2012). Viele weitere Beobachtungen und Untersuchun-
gen zeigen, dass sich gesunde Végel durch den Kontakt zu PaBV-positiven Tieren
nicht immer anstecken (Lierz et al., 2009). Dartber hinaus gibt es viele infizierte V6-
gel, die Uber lange Zeit gesund bleiben (De Kloet and Dorrestein, 2009; Heffels-
Redmann et al., 2011; Heffels-Redmann et al., 2012; Lierz et al., 2009). In der Unter-
suchung von Heffels-Redmann et al. (2011 und 2012) konnte gezeigt werden, dass
im Untersuchungszeitraum von einem Jahr von 63 untersuchten Papageien 34 der
40 positiv auf PaBV getesteten Papageien klinisch gesund blieben. Untersuchungen
zur Feststellung des natirlichen Infektionsweges verliefen bislang erfolglos: Bei In-

fektionsversuchen am Nymphensittich wurde den intravends und intrazerebral infi-
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zierten Vogeln ein nicht-infiziertes Sentineltier beigesetzt. Im Verlauf der gesamten
Studie blieb dieser Vogel klinisch gesund und es konnte keine Infektion mit PaBV
nachgewiesen werden, obwohl die Kontaktiere PaBV-RNA ausschieden (Piepenbring
et al., 2016; Piepenbring et al., 2012). In einer weiteren Studie wurden 18
Nymphensittiche oral und nasal mit PaBV-4 infiziert. Die Vogel wurden sechs Monate
beobachtet und beprobt. Es konnte keine Infektion mit PaBV-4 nachgewiesen wer-
den (Heckmann et al., 2015). Bei Kanarienvégeln konnte experimentell eine Ubertra-
gung durch Kontakt herbeigefiihrt werden. Zu infizierten Kanarienvégeln wurden finf
nicht-infizierte Kontakttiere hinzugesetzt. Bei zwei dieser Végel konnte anschlieend
eine persistierende Infektion nachgewiesen werden (Rubbenstroth et al., 2013). Der
gleichen Arbeitsgruppe gelang es bei Nymphensittichen unter experimentellen Be-
dingungen jedoch nicht durch Kontakt eine persistierende Infektion auszulésen
(Rubbenstroth et al., 2014a). Bei einem Infektionsversuch mit Graupapageien konn-
ten die Tiere durch subkutane Inokulation persistent infiziert werden, nicht aber durch
okulonasale Applikation des Virus (Rinder et al., 2014). Der natirliche Ubertra-

gungsweg flr avidre Bornaviren bleibt somit weiterhin unklar.

Da sich PaBV- Antigen auch in Follikelzellen erkrankter V6gel nachweisen |&sst
(Raghav et al., 2010), wurde vermutet, dass eine vertikale Ubertragung méglich ist.
Lierz et al. (2011) beschreiben bei einer Untersuchung von 30 abgestorbenen Papa-
geienembryonen den Nachweis von PaBV-RNA im Gehirn von zwei Embryonen. Bei
einem Embryo waren die Elterntiere serologisch negativ auf PaBV-Antikorper getes-
tet, aber zeigten PaBV-RNA Nachweis aus dem Kropftupfer. Bei dem zweiten Emb-
ryo zeigte nur ein Elternteil, das Weibchen, virusspezifische RNA im Tupfer und war
serologisch negativ, das mannliche Tier hingegen hatte Antikdrper gegen PaBV. His-
tologisch konnten bei den untersuchten Embryonen allerdings keine PaBV- typischen
Veranderungen gefunden werden. Eine Virus-Isolierung gelang ebenfalls nicht. Diese
Studie gibt erste Hinweise zur méglichen vertikalen Ubertragung, allerdings sind die
Ergebnisse limitiert durch die Probenqualitdt der Embryonen, da der Zichter die Eier
nach dem Absterben zur Sicherheit noch einige Tage inkubiert hatte (Lierz et al.,
2011). Bei einer Untersuchung von befruchteten Eiern von vier natirlich infizierten
Sonnensittichpaaren konnte in allen Embryonen zu Beginn der Entwicklung PaBV
spezifische RNA nachgewiesen werden. Nur bei einem Embryo eines Paares wurde

im spateren Entwicklungszustand kurz vor Schlupf noch PaBV-RNA in Gehirn, Leber
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und Auge nachgewiesen, von einem zwei Wochen alten Kiiken desselben Paares
wurde auch PaBV-RNA im Blut nachgewiesen (Kerski et al., 2012). In derselben Stu-
die konnte nach dem Schlupf nicht bei jedem Kiiken von positiven Elterntieren PaBV-
RNA nachgewiesen werden. Diese Kiken zeigten im Blut und Dotter Antikérper, die
nach zwei Wochen verschwanden. Die Autoren vermuten, dass sich aus Eiern PaBV
positiver Elterntiere durch artifizielle Ei-Inkubation und Handaufzucht PaBV negative
Kuken entwickeln kénnen (Kerski et al., 2012). Dies zeigt auch die Beobachtung ei-
nes Bestandes mit natirlich infizierten Papageien. Bei Handaufzucht von Kiiken
PaBV-positiver Eltern muss ein Nachweis von PaBV mittels RT-PCR von Kropf- und
Kloakentupfer sowie Serologie im Kiken nicht positiv ausfallen (Wust et al., 2015).
Eine weitere Arbeitsgruppe fand in Eiern und im Gehirn nicht geschlipfter Embryo-
nen von PaBV-positiven Elterntieren virusspezifische RNA ohne Nachweis von infek-
tiosem Virus (Monaco et al., 2012b). Eine mégliche vertikale Ubertragung von
avidren Bornaviren wurde auch bei Kanadagansen beschrieben. Im Dotter eines un-
befruchteten Eis freilebender Kanadaganse wurde virusspezifische RNA gefunden.
Die Untersuchung wird allerdings limitiert durch den unklaren Virusstatus der Eltern-
tiere. Die Untersuchung fand lediglich in einem Gebiet statt, in dem zuvor Infektionen
auftraten (Delnatte et al., 2014). Auch bei Kanarienvogeln konnte gezeigt werden,
dass in den Embryonen CnBV-positiver Kanarienvdgel virusspezifische RNA nach-
gewiesen werden kann. Allerdings hatten nur die experimentell infizierten Hennen mit
einer persistenten CnBV-Infektion und hoher Virusausscheidung Eier mit CaBV-RNA-
positiven Embryonen. Die intermittierenden Ausscheider und die Hennen aus der
Kontaktgruppe legten ausschlieBlich negative Eier. Eine Virus-Isolierung gelang nicht
(Rubbenstroth et al., 2013). Wie in den Studien zuvor wurde kein infektidses Virus,
sondern lediglich virale RNA aus dem Embryo nachgewiesen. Alle Studien geben
Hinweise auf eine mégliche vertikale Ubertragung, der Beweis einer Ubertragung auf
diesem Wege ist aber, insbesondere durch die fehlende Virus-Isolierung aus dem
Embryo, noch nicht erbracht. Wie einige Autoren schon andeuten, stellt sich die Fra-
ge, ob durch die Handaufzucht von Kilken PaBV-positiver Eltern negative Nachzuch-
ten mdglich sind (Kerski et al., 2012; Lierz et al., 2011) und wie sich Kiken von posi-
tiven Elterntieren entwickeln. Méglicherweise entwickeln sich aus Embryonen, deren
Immunsystem sich schon im Ei mit avidren Bornaviren auseinandersetzen musste,

latent infizierte Dauerausscheider (Monaco et al., 2012a).
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Ziel dieser Studie ist es zu klaren, ob eine vertikale Ubertragung lber das Ei Uber-
haupt generell méglich ist. Durch die Anzucht von PaBV-Varianten auf embryonalen
Nymphensittichgehirn- und fibroblastenzellkulturen (NEB/NEF) soll geklart werden,
ob eine Infektion von embryonalen Zellen in vitro tberhaupt méglich ist und wie sich
die Wachstumseigenschaften der Varianten darstellen. Dartber hinaus soll durch die
Inokulation von PaBV in das Ei der erste Teil der natirlichen Infektion Gbersprungen
werden. Somit wird sichergestellt, dass infektiéses Virus im Ei vorhanden ist. Die er-
folgreiche Virusvermehrung im Ei und die Infektion der Embryonen erbringen hierbei
den Beweis, dass eine vertikale Ubertragung unter der Bedingung, dass infektiéses
Virus ins Ei gelangt, auch auf naturlichem Wege stattfinden kann. Fir die Inokulation
von PaBV wurde ein Modell als Grundlage gewahlt, dass die Anzucht von BoDV im
Huhnerei beschreibt. Dabei wird Virusmaterial am funften Tag der Inkubation auf das
abgesenkte Chorion gegeben. Eine Anzucht nach Inokulation in den Dotter gelang
hingegen nicht (Nitzschke and Rott, 1957; Rott and Nitzschke, 1958). Dieses Modell
wurde fir die Inokulation auf die Chorioallantoismembran der Nymphensitticheier
Ubernommen. Da aber Untersuchungen zeigen, dass bei einigen Eiern naturlich infi-
zierter Vogel virusspezifische RNA auch im Dottersack (Delnatte et al., 2014; Kerski
et al., 2012) nachgewiesen werden konnte, wurde flr diese Arbeit zusatzlich die In-
stillation in den Dottersack gewahlt, um die Virusanzucht und -verteilung von PaBV

im Ei und im Embryo zu untersuchen.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Versuchsaufbau und Versuchsablauf

Zur Untersuchung der Méglichkeit einer vertikalen Ubertragung an Nymphensittichen
wurden in einem ersten Versuch Zellkulturen von embryonalen Nymphensittichen
hergestellt. Diese wurden mit PaBV-Varianten inokuliert und die Wachstumseigen-
schaften in vitro beschrieben. Somit konnte Gberprift werden, ob die Virusvarianten
die Zellen der Nymphensittichembryonen infizieren kénnen. Diese Studie wurde
durch die Inokulation von PaBV in befruchtete Nymphensitticheier in vivo fortgefiihrt.
Hierfur wurden in einem ersten Versuch embryonierte Eier mit PaBV-4 in den Dotter-
sack inokuliert. In einem zweiten Versuch wurden die embryonierten Eier in vier
Gruppen aufgeteilt und mit PaBV-4 in den Dottersack (Gruppe 1) und auf die
Chorioallantoismembran (Gruppe 2) inokuliert. Gruppe 3 (Dottersack) und Gruppe 4
(Chorioallantoismembran) wurden mit PaBV-2 inokuliert. Darliber hinaus standen
Eier von natirlich infizierten Pyrrhura spp. zur Untersuchung zur Verfiigung. Um eine
Kontamination bei Eréffnung der Eischale zur Untersuchung der Embryos zu verhin-

dern, wurde in einem Vorversuch ein geeignetes Desinfektionsmittel untersucht.
3.1.1 PaBV-Isolate

3.1.1.1 Herkunft der PaBV-Isolate

PaBV-4-Isolat

Die PaBV-4-Variante Ps34 wurde aus Gehirnmaterial eines 17 Jahre alten Hellroten
Aras (Ara macao) isoliert, der zuvor hochgradig abgemagert war. Histologisch wurde
eine Psittazine Driisenmagendilatation (PDD) diagnostiziert. In Proben von Gehirn
und Drisenmagen wurde PaBV-4 RNA nachgewiesen. Das Virusisolat wurde bereits
erfolgreich in vorhergehenden Infektionsversuchen verwendet und zur Sequenzie-

rung gegeben (Piepenbring et al., 2012).
PaBV-2-Isolat

Die PaBV-2-Variante Ps39 wurde aus dem Gehirn eines sechs Monate alten
Nymphensittichs (Nymphicus hollandicus) isoliert. Pathologisch-anatomisch wurde

ein hochgradig dilatierter Driisenmagen nachgewiesen. Der Vogel war hochgradig
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abgemagert. Im gesamten Magen-Darm-Trakt befanden sich unverdaute Kérner.
Auch bei diesem Vogel wurde histopathologisch eine PDD diagnostiziert und PaBV-2
RNA in Organproben nachgewiesen. Das Ps39 wurde bereits erfolgreich in Infekti-

onsversuchen eingesetzt und sequenziert (Piepenbring et al., 2016).
3.1.1.2 Herstellung der PaBV-Isolate

Die Herstellung der Virusisolate wurde in Zusammenarbeit durch Frau Dr. Sibylle

Herzog am Institut fiir Virologie® durchgefiihrt.

Fir die Gewinnung der Virusisolate wurde das jeweilige Gehirnmaterial in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) * mit 2 % fetalem Kalberserum durch Ultraschall
zu einer 10 %igen Gehirnsuspension aufgeschlossen und bei 1000 g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Mit dem jeweiligen Virusliberstand wurden Zellen der Wachtelzelllinie
CEC-32 infiziert und alle vier Tage passagiert. Die persistent PaBV-infizierten Zellen
der sechsten Passage wurden gewonnen und in Medium mit 2 % fetalem Kalberse-
rum mit Ultraschall aufgeschlossen. Der durch Zentrifugation bei 1000 g fur 10 Minu-
ten erhaltene Virustberstand wurde auf 1 ml aliquotiert und bei — 70 °C eingefroren.
Zur Bestimmung des Virustiters des Virusstocks wurde ein Aliquot aufgetaut und eine
10-fache Verdunnungsreihe in Medium mit 10 % fetalem Kéalberserum hergestellt.
Jede Virusverdinnung wurde mit dem entsprechenden Volumen einer CEC-32-
Zellsuspension auf Chamber-Slides® fiir sechs Tage bei 37 °C inkubiert. Die an-
schlieBend mit Aceton fixierten Zellen wurden mit einem polyklonalen anti-BoDV-
Serum von der Ratte inkubiert, das mit PaBV kreuzreagiert (Herzog et al., 2010). Die
Antigen-Antikdrper-Reaktion wurde durch einen anti-Spezies-Antikorper, der mit dem
Fluorochrom Fluorescein-Isothiocyanat gekoppelt ist (goat-anti-rat-IgG FITC
conjugated®; 1:400 verdinnt in Immunoblockpuffer) nachgewiesen. Die Auswertung
erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX60, Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg) bei einer Anregung von 492 nm und einer 400-fachen VergréRe-
rung. Als spezifische Reaktion wurde eine brillante granulare Fluoreszenz im Nukleus
angesehen. Die Virus-Isolate wurden zur Sequenzierung gegeben (Piepenbring et
al., 2016; Piepenbring et al., 2012).

% Institut fur Virologie, Fachbereich Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieBen, BFS
Schuberstr. 81, 35392 GielRen

4 Invitrogen, Life Technologies Ltd, 3 Fountain Drive, Inchinnan Business Park, Paisley PA49RF,UK
® Nunc A/S, Kamstrupvej 90, Postbox 280, 4000 Roskilde, Danemark

® Dianova GmbH, WarburgstralRe 45, 20354 Hamburg, Deutschland
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3.1.2 In vitro Inokulation von PaBV auf embryonalen Nymphensittich
Zellkulturen

Um die Méglichkeit einer Virusvermehrung im Nymphensittichembryo zu tiberprifen,
wurden Zellkulturen von Gehirnzellen von Nymphensittichembryonen (NEB-Zellen)
und embryonalen Nymphensittichfibroblasten (NEF-Zellen) angelegt. Die Zellen
wurden jeweils mit PaBV-4 und PaBV-2 Isolat in einer Verdiinnung von 1:10 und un-

verdinnt infiziert.

Embryonale Nymphensittichgehirnzellen (NEB-Zellen)

Von zehn Tage alten Nymphensittichembryonen aus dem Bestand der Klinik fur V6-
gel, Reptilien, Amphibien und Fische wurden mit einer 10 ml Einmalspritze, die 2 ml
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium, Gibco ®)” mit 10 %igem fetalem Kal-
berserum (FKS) enthielt, durch eine Kanile (20 G x 1 1/2 **) Gehirnmaterial ent-
nommen. Die NEB-Zellsuspension wurde mit DMEM mit 10 %igem FKS auf 1 ml /
Gehirn eingestellt und auf Chamber-Slides ausgesat. Nach zwei Tagen Inkubation
bei 37 °C wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Wenn der Monolayer zu %
konfluent war, erfolgte die Inokulation der Virusstocks von PaBV-2 und PaBV-4. Es
wurde mit dem jeweiligen Isolat (Herstellung siehe 3.1.1.2) eine 10-fache Verdin-
nungsreihe in Medium mit 10 % fetalem Kélberserum hergestellt. Jede Virusverdin-
nung wurde mit dem entsprechenden Volumen der Zellsuspension auf Chamber-
Slides® fiir sechs Tage bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung der infizierten NEB-

Zellkulturen erfolgte mittels IIFT wie unter 3.1.1 beschrieben.

Embryonale Nymphensittichfibroblasten (NEF-Zellen)

Von zehn Tage alten Nymphensittichembryonen aus dem oben genannten Bestand
wurden der Kopf, die Extremitaten und die Organe entfernt. Der restliche Embryo
wurde mit einer sterilen Schere zerkleinert, in ein Gefall mit einer Enzymlésung
(0,025 % Trypsin-EDTA) gegeben und bei 37 °C im Wasserbad unter leichtem
Schitteln fur 30 Minuten inkubiert. Die Zellsuspension wurde durch ein Gazefilter
filtriert, der Durchlauf fir 10 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
DMEM mit 10 %igem FKS aufgenommen und auf Chamber-Slides ausgesét. Nach

7 Invitrogen, Life Technologies Ltd, 3 Fountain Drive, Inchinnan Business Park, Paisley PA49RF,UK
8 Nunc A/S, Kamstrupvej 90, Postbox 280, 4000 Roskilde, Ddnemark
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zwei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. Die Zellen wurden wie oben beschrieben
mit den Verdlnnungsstufen der Titration der Virusstocks von PaBV-2 oder PaBV-4
inkubiert. Die Auswertung der infizierten NEF-Zellkulturen auf den Chamber-Slides

erfolgte mittels [IFT wie unter 3.1.1.
3.1.3 Vorversuch zur Desinfektion der Eischalen

Es erfolgte die Bestimmung eines geeigneten Desinfektionsmittels fir die Eischalen,
um die AuRenkontamination der Eier mit PaBV zu vermeiden. Hierflr wurden sechs
Eier, die von mit PaBV-2 infizierten Nymphensittichen aus einem Infektionsversuch
stammten, untersucht (Piepenbring et al., 2016). In diesem Versuch legte ein Paar
der Nymphensittiche sechs Eier. Diese sechs Eier wurden entnommen und unter-
sucht. Die Eischale wurde vor der Desinfektion mit einem Tupfer beprobt und dieser
mittels RT-PCR auf PaBV-2-RNA untersucht. Danach wurde die Eischale mit 3 %iger
Wasserstoffperoxidldsung abgerieben und nach Abtrocknung erneut beprobt. Die
Eier wurden nach der Desinfektion weiter inkubiert. Nach dem Absterben der Emb-
ryonen wurden diese homogenisiert und als Ganzes auf PaBV-RNA mittels RT-PCR
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Wasserstoffperoxid in 3 %iger Konzentrati-
on als geeignetes Desinfektionsmittel fir die weiteren Versuche tbernommen wer-

den konnte (siehe 4.2).
3.1.4 In vivo Inokulation von PaBV in Nymphensitticheier

Hierfir wurden in einem ersten Versuch embryonierte Eier von Nymphensittichen mit
PaBV-4 in den Dottersack inokuliert. In Versuch 2 wurden die embryonierten
Nymphensitticheier in vier Gruppen aufgeteilt. Gruppe 1 wurde mit PaBV-4 in den
Dottersack und Gruppe 2 mit PaBV-4 auf die Chorioallantoismembran inokuliert.
Gruppe 3 wurde mit PaBV-2 in den Dottersack und Gruppe 4 mit PaBV-2 auf die

Chorioallantoismembran inokuliert.
3.1.4.1 Herkunft der Eier der Nymphensittiche

Alle Eier fur die Infektionsversuche stammten aus dem PaBV-freien Nymphensittich
(Nymphicus hollandicus)-Bestand der Klinik fur Vdgel, Reptilien, Amphibien und Fi-
sche der Justus-Liebig-Universitdt GielRen. Alle Elterntiere werden im Rahmen der

regelméaRigen Bestandsbeprobung auf Erkrankungen untersucht. Hierfir werden re-
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gelmaRig Kropf- und Kloakentupfer zur bakteriologischen und mykologischen Unter-
suchung sowie Kot zur parasitologischen Untersuchung genommen. Darlber hinaus
werden regelmafRig Untersuchungen auf Avidres Polyomavirus, Psittazines
Circovirus, Psittacine 1 bornavirus und Psittacines Herpesvirus sowie Clamydia

psittacie mittels PCR und Serologie durchgefiihrt und verliefen bislang stets negativ.

Die Elterntiere, deren Eier fiir den Versuch verwendet wurden, wurden in Gruppen in
Aulenvolieren mit Schutzraum gehalten, damit eine freie Partnerwahl stattfinden
konnte und wurden artspezifisch mit Sdmereien und Frischfutter erndhrt. Es standen
ausreichend Nistkasten (ein Nistkasten pro Paar) aus Naturbaumstdmmen zu freien
Verfiigung. Die Eier wurden direkt nach der Eiablage aus dem Nest entfernt, wie un-
ter 3.1.3 beschrieben desinfiziert und kinstlich wie unter 3.1.4.2 beschrieben
inkubiert. Durch tagliches Schieren wurde der Befruchtungsstatus uberpriift und nur

befruchtete Eier wurden weiter in den Infektionsversuchen verwendet.
3.1.4.2 Inkubation der Eier der Nymphensittiche

Alle Eier wurden nach Entnahme aus dem Nest durch Abreiben mit einem mit 3
%igem Wasserstoffperoxid getrédnktem Gazetupfer wie unter 3.1.3 beschrieben des-
infiziert. Da die Inokulationsversuche zeitlich versetzt zu der Untersuchung von den
Eiern natirlich infizierter Tiere (siehe 3.1.5) stattfanden, kamen die unterschiedlichen
Eier nicht miteinander in Beriihrung. Nach Desinfektion wurden die Eier in einem In-
kubator (HEKA-Format Brutmaschiene, HEKA-Brutgerate - Christa Hemel, Rietberg)
mit automatischer Wendefunktion eingelegt. Die Inkubation erfolgte bis zum 17. Tag
bei den Nymphensitticheiern, respektive bis zum Absterben des Embryos. Die Tem-
peratur betrug wahrend der ganzen Bebritungsdauer 37,4 °C. Die Luftfeuchtigkeit

lag bei 60 %. Die Eier wurden taglich kontrolliert und geschiert.
3.1.4.3 Inokulation von PaBV

Die Inokulation erfolgte in einem ersten Infektionsversuch mit PaBV-4. In einem wei-
teren Versuch wurde der Unterschied zwischen einer Infektion von PaBV-4 und
PaBV-2 untersucht. Die Herkunft der Isolate ist unter 3.1.1.1 beschrieben. Die Isolate
wurden wie unter 3.1.1.2 beschrieben hergestellt. Es wurden pro Ei 0,02 ml Injekti-

onsvolumen des jeweiligen Virusstocks verwendet. Der Virusstock wurde direkt vor
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Applikation mit sterilem PBS-Puffer auf die Inokulationsdosis 2x10° TCIDso / 0,02ml

je Ei verdinnt und sofort verwendet.

Dottersackinokulation

Fir die Inokulation in den Dottersack wurde das Ei senkrecht auf der Spitze stehend
fixiert und mit Jodlésung (Braunol ®; B. Braun Melsungen AG, Melsungen) punktuell
Uber der Luftblase desinfiziert. Mit einer Insulinspritze (Kanilen-Spritzenkombination;
Omnican® 50, U-100 Insulin/50 1.U.; 30Gx1/2% B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
wurde vorsichtig ein Loch senkrecht in die Eischale gebohrt. Anschliefend wurde die
Nadel vorsichtig in den Dottersack vorgeschoben. Nach Inokulation der Virussuspen-
sion wurde das Loch mit Klebstoff (UHU extra Alleskleber, UHU GmbH & Co. KG,
Bahl/Baden) verschlossen. Die Inokulation in den Dottersack fand zwischen dem drit-

ten und flinften Tag der Bebritung statt.

Chorioallantoisinokulation

Die Applikation der Virussuspension auf die Chorioallantoismembran erfolgte zwi-
schen Tag funf und sieben der Bebritung. Zwischen Tag funf und sechs verschmilzt
die Allantois mit dem Chorion und bildet die Chorioallantoismembran. Zur Applikation
des Virus-Isolates wurde das Ei schrag (45°-Winkel) auf der Spitze stehend fixiert.
Mit der Schierlampe wurde die Chorioallantoismembran identifiziert. Mit einer Insulin-
spritze wurde oberhalb der Luftkammer nach Desinfektion mit Jod ein Loch in die
Eischale gebohrt. Die Nadel wurde unter Sichtkontrolle mit der Schierlampe bis an
die Chorioallantoismembran vorgeschoben und das Virusmaterial wie oben be-
schrieben appliziert. AnschlieBend wurde das Loch mit Klebstoff verschlossen und

die Eier weiter inkubiert.
3.1.4.4 In vivo Versuch 1: Dottersackinokulation mit PaBV-4

In Versuch 1 wurden 32 Nymphensitticheier mit dem PaBV-4 Isolat Ps34 in den Dot-
tersack inokuliert. Zwei weitere Eier wurden als Mock-Kontrollen mit 0,02 ml virus-
freiem Zellkulturhomogenat der CEC-32 Wachtelzelllinie inokuliert. Die Inokulation,
wie unter 3.1.4.3 beschrieben, erfolgte zwischen dem dritten und flinften Bebritungs-
tag. Zu diesem Zeitpunkt lasst sich eine Befruchtung sicher erkennen und die Infekti-

on findet vor der Ausbildung des Immunsystems des Embryos ab dem sechsten, be-
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ziehungsweise achten Tag statt (Toivanen and Toivanen, 1987). Die Inkubation der
Eier erfolgte wie unter 3.1.4.2. Die Eier wurden nach Inokulation noch 11-14 Tage
bebritet. Die Kontrolle der Eier erfolgte taglich durch Schieren. Nach Ablauf der In-
kubation wurden die Eier bei -20 °C fur 30 Minuten schockgefrostet, um die Embryo-
nen abzutéten, und die Proben fir RT-PCR, Histologie und Immunhistologie sowie
Virusisolierung entnommen. Bei friherem Absterben des Embryos wurde diesem
sofort die Proben zur Untersuchung entnommen. Zur Untersuchung wurden das Ge-
hirn und die Organe (Herz, Leber, Driisen-, Muskelmagen und Niere) der einzelnen
Embryonen entnommen und mit einer scharfen sterilen Klinge zerteilt. Alle Organe

wurden jeweils auf die vier oben genannten Untersuchungsverfahren aufgeteilt.

3.1.4.5 In vivo Versuch 2: Dottersack- und Chorioallantoismembraninokulation mit
PaBV-4 und PaBV-2

Da sich in Versuch 1 die Aufteilung der einzelnen Gewebe auf die unterschiedlichen
Nachweismethoden durch die kleine GréRe der Embryonen als sehr schwierig gestal-
tete und um die Virusverteilung im Embryo genauer zu untersuchen, wurde Versuch
2 durchgefihrt. In diesem wurde jeweils ein ganzer Embryo den einzelnen Nach-
weismethoden (siehe 3.1.4.4) nach dem Zufallsprinzip zugeordnet. Zudem wurde der
Unterschied zwischen Inokulation in den Dottersack und auf die
Chorioallantoismembran untersucht. Darliber hinaus wurden zwei verschiedene Vi-
rusvarianten eingesetzt. Die unterschiedlichen Eizahlen der einzelnen Gruppen

ergaben sich aus der Menge der zum Zeitpunkt der Untersuchung gelegten Eier.

Gruppe 1: PaBV-4 Inokulation in den Dottersack

In dieser Gruppe wurden 27 Eier untersucht. 25 Nymphensitticheier wurden analog
zu Versuch 1 mit PaBV-4 in den Dottersack inokuliert. Zwei weitere Eier wurden als
Mock-Kontrollen mit Zellkulturhomogenat der CEC-32 Wachtelzelllinie inokuliert.
Nach 17 Tagen Inkubation wurden die Eier (11-14 Tage p.i.) schockgefrostet und die
Embryonen untersucht. Die Organe von elf Embryonen (zehn infizierte und eine
Mock-Kontrolle) wurden mit RT-PCR untersucht. Untersucht wurden Gehirn, Herz,
Leber, Drisen-, Muskelmagen sowie Niere. Von zehn weiteren Embryonen wurden
Gehirn, Herz, Leber, Drisen-, Muskelmagen und Niere histologisch und

immunhistochemisch untersucht. Fir die Virusisolierung wurden sechs Embryonen
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(funf infizierte und eine Mock-Kontrolle) in Kopf, Kérper und Dottersack aufgeteilt und

untersucht.

Gruppe 2: PaBV-4 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

In dieser Gruppe wurden 27 Nymphensitticheier verwendet. 25 Eier wurden zwischen
dem fiinften und siebten Tag auf die Chorioallatoismembran mit PaBV-4 inokuliert.
Zwei Eier wurden mit 0,02 ml virusfreiem Zellkulturhomogenat der CEC-32 Wachtel-
zelllinie inokuliert. Nach 17 Tagen Inkubation (Tag 11-14 p.i.) wurden die Embryonen
untersucht. EIf Embryonen (zehn infizierte und eine Mock-Kontrolle) wurden mittels
RT-PCR auf PaBV-RNA untersucht. Untersucht wurden Gehirn, Herz, Leber, Driisen-
,  Muskelmagen sowie Niere. Zehn Embryonen wurden histologisch und
immunhistochemisch bearbeitet. Fir die Virusisolierung wurden sechs Embryonen
(funf infizierte und eine Mock-Kontrolle) wie oben beschrieben in Kopf, Kérper und

Dottersack aufgeteilt und untersucht.

Gruppe 3: PaBV-2 Inokulation in den Dottersack

Es wurden 17 Eier in dieser Gruppe verwendet. 15 Nymphensitticheier wurden mit
PaBV-2 Isolat Ps39 entsprechend der Virusmenge wie unter 3.1.4.3 inokuliert und
zwei Eier als Mock-Kontrolle mit 0,2 ml Zellkulturhomogenat in den Dottersack inoku-
liert. Es wurden funf infizierte Embryonen und eine Mock-Kontrolle mittels RT-PCR
auf PaBV-2 RNA untersucht. Fur die Immunhistologie und Histologie wurden finf
weitere Embryonen untersucht. Untersucht wurden Gehirn, Herz, Leber, Drisen-,
Muskelmagen sowie Niere. Die restlichen fiinf und eine Mock-Kontrolle waren fir die
Virusisolierung bestimmt. Hierfir wurde der Embryo getrennt in Kopf, Kérper und

Dottersack untersucht.

Gruppe 4: PaBV-2 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Es wurden 17 Nymphensitticheier untersucht. 15 Eier wurden mit PaBV-2 auf die
Chorioallantoismembran inokuliert. Zwei Eier wurden als Mock-Kontrolle mit
Zellkulturhomogenat inokuliert. Es wurden finf infizierte Embryonen und eine Mock-
Kontrolle mittels RT-PCR auf PaBV-2 RNA untersucht. Fur die Immunhistologie und
Histologie wurden fuinf weitere Embryonen untersucht. Wie oben beschrieben wurden

jeweils Gehirn, Herz, Leber, Drisen-, Muskelmagen sowie Niere untersucht. Bei den
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restlichen funf Embryonen und einer Mock-Kontrolle wurde eine Virusisolierung
durchgefiihrt. Auch hier wurde der Embryo getrennt in Kopf, Kérper und Dottersack

untersucht.
3.1.5 Untersuchung von Eiern natiirlich PaBV-Infizierter Pyrrhura spp.

Die untersuchten RotsteiRsittich (Pyrrhura spp.) Eier stammten aus einem Bestand
mit zwdlIf Pyrrhura spp. bestehend aus drei Blausteifsittichen (Pyrrhura lepida) (1,2),
drei Salvadori-WeiRohrsittichen (Pyrrhura griseipectus) (1,2), zwei Goldgrinen Rot-
schwanzsittichen (Pyrrhura hoffmanni gaudens) (1,1) und vier Rotbauchsittichen
(Pyrrhura perlata) (2,2). Alle Elterntiere wurden mittels RT-PCR (siehe 3.2.4) quanti-
tativ auf PaBV-RNA untersucht (siehe Tabelle 2). Es konnte bei allen Tieren PaBV-
RNA nachgewiesen werden. Zusétzlich wurden alle Tiere serologisch mittels [IFT
(siehe 3.2.5) untersucht. Alle Tiere zeigten hohe Antikorpertiter (siehe Tabelle 2). Die
Pyrrhuras wurden in einer Gruppe in einer kombinierten Innen- und Auf3envoliere
gehalten und artspezifisch mit S&mereien, Pellets und Frischfutter ernéhrt. Es stan-
den ausreichend Nistkasten (1,5 Nistkasten pro Paar) aus Baumstdmmen zur freien
Auswahl zur Verfugung. Die Eier wurden nach dem Ablegen entnommen und nach
Desinfektion mit 3 %igem Wasserstoffperoxid bei 37,4 °C und 60 % Luftfeuchtigkeit
wie unter 3.1.4.2 inkubiert. Durch tagliches Schieren wurde der Befruchtungsstatus
Uberprift. Die Pyrrhuras legten im Untersuchungszeitraum elf Eier. Bei allen Eiern
konnte nach drei Tagen festgestellt werden, dass sie nicht befruchtet waren. Zur Si-
cherheit wurden sie noch zwei Tage weiter bebriitet und dann untersucht. Die Eier

wurden mittels RT-PCR auf virale RNA im Dotter und Eiklar untersucht.

Spezies Geschlecht Ct- Wert | Antikorpertiter

1 Pyrrhura lepida weiblich 17,33 1:80 000
2 Pyrrhura lepida weiblich 15,11 1:20 000
3 Pyrrhura lepida mannlich 18,28 1:5000

4 Pyrrhura griseipectus weiblich 16,36 1:20000
5 Pyrrhura griseipectus mannlich 25,25 1:20000
6 Pyrrhura grieseipectus weiblich 17,39 1:40 000
7 Pyrrhura hoffmanni gaudens mannlich 18,59 1:80 000
8 Pyrrhurahoffmanni gaudens weiblich 18,56 1:10000
9 Pyrrhura perlata weiblich 26,67 1:40 000
10 Pyrrhura perlata mannlich 21,31 1:80 000
11 Pyrrhura perlata weiblich 17,57 1:80 000
12 Pyrrhura periata maéannlich 19,95 1:10000

Tabelle 2: Untersuchungsergebnisse der Elterntiere der natiirlich
PaBV-infizierten Pyrrhura spp. Nachweis von PaBV-Antikérpern im Serum mittels IIFT
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3.2 Nachweismethoden fiir PaBV

3.2.1 PaBV-RNA Nachweis mittels real-time-Reverse-Transkriptase-TagMan-
PCR (real-time-RT-TagMan-PCR)

Die real-time-reverse-Trankriptase-TagMan-PCR basiert auf dem Prinzip der her-
kémmlichen PCR, ermdglicht aber zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen
DNA. Bei RNA-Viren wie den avidren Bornaviren muss zuvor eine Extraktion der
RNA und eine Umschreibung von RNA in DNA erfolgen. Die PCR vervielfaltigt Nukle-
insduren durch eine Polymerisationsreaktion. Bei der TagMan-PCR wird die hitze-
stabile DNA-Polymerase des Bakteriums Thermophilus aquaticus verwendet. Die
Quantifizierung erfolgt bei der real-time-PCR durch Fluoreszierung in einem PCR-
Zyklus in Echtzeit. Die Fluoreszenz tritt auf, sobald die praparierte Sonde mit einem
passenden DNA Stick in der Probe hybridisiert. Je mehr Virusmaterial vorhanden ist,
umso schneller kommt es zur Fluoreszenz. Der Ct-Wert (Ct=cycle threshold) be-
schreibt den Moment, in dem die Fluoreszenz zum ersten Mal tber die Hintergrund-
fluoreszenz ansteigt. Die Messungen finden immer am Ende eines PCR-Zyklus' statt.
Je weniger Virusmaterial in der Probe vorhanden ist, umso mehr Zyklen werden fur
die Uberschreitung der Hintergrundfluoreszenz benétigt. Somit ist der Ct-Wert umso
héher, je weniger virales Genommaterial in der untersuchten Probe enthalten ist
(Schmittgen et al., 2000).

3.2.2 RNA-Extraktion

Fur die RNA-Extraktion wurde das RNeasy Mini Kit® eingesetzt. Zur Vorbereitung
wurden die zu untersuchenden Gewebeproben aus 3.1.3, 3.1.4.4 und 3.1.4.5, sowie
Dotter und Eiklar aus 3.1.5 mit einer 5 mm Stahlkugel (Stainless Steel Beads)® in ein
2 ml Tube gegeben. Dazu wurden 1 ml RLT-Puffer pipetiert. Die Gewebeproben
wurden bei 50 Ostzillationen/Sekunde fir 3 Minuten im Tissue Lyser® homogenisiert.
Danach wurden die Proben bei 3000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert (Modell Univer-
sal 32R, Hettich, Milheim a.d. Ruhr). Fir die Untersuchung der Tupferproben aus
3.1.3 und 3.1.5 wurde der Wattetupfer in einem 1,5 ml Tube mit 1 ml RLT-Puffer®
gegeben. Mit einer Pipettenspitze wurde der Tupfer angerieben, um das Probenma-

terial in der Flussigkeit zu I6sen. Mittels Qia-Cube® wurde nach Protokoll des Herstel-

°® QUIAGEN GmbH, Qiagen Str. 1, 40724 Hilden, Deutschland
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lers ,RNeasy mini, animal tisues and cells, large samples” in jeweils 0,6 ml der zuvor
gewonnenen Probenflissigkeit aus Gewebehomogenat oder angeriebenem Tupfer
die RNA extrahiert. Hierfur wurde die in der Probe enthaltene RNA unter
Zentrifugation und Zugabe von Ethanol 70 % sowie zweier Pufferlosungen (RW1,
RPE) spezifisch an eine Membran gebunden. Durch eine letzte Zentrifugation mit
RNAse freiem Wasser wurde die RNA wieder von der Membran eluiert. Die so extra-
hierte RNA wurde bis zur weiteren Bearbeitung durch Transkription bei -80 °C gela-
gert. Die Kieselsduremembran des RNeasy Mini Kits hat eine Bindungskapazitat von
100 pg RNA. Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde das Protokoll auf einen
Optimumswert eingestellt, der dem Maximum an RNA entspricht die mit diesem

Testkit zu erreichen sind.
3.2.3 Reverse Transkription

Fir die Transkription der RNA wurde der Thermal Cycler (MJ Research PTC-200
DNA Engine Cycler, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland) genutzt. Nach 10
Minuten bei 25 °C erfolgt die Umschreibung in cDNA™ bei 42 °C fiir 60 Minuten. Zur
Transkritption der RNA wurden 10 pl der zuvor extrahierten RNA mit jeweils 10 pl
eines Mastermixes in einem 0,2 ml Tube angemischt. Fir die Herstellung des

Mastermixes fiir eine Probe wurden folgenden Reagenzien'! genutzt:

RNAse freies H,O 2 ul
dNTP-Mix (2mM) 2.yl
Random Hexamer Primer (100uM) 1l
Puffer (5x) 4 pl

Revert Aid H Minus Reverse Transkriptase (200U/ul) 0,5 ul
Ribo Lock RNase Inhibitor (40U/ul) 0,5 ul

Tabelle 3: Mastermix Proben fiir Reverse Transkription

Nach Abschluss der Trankription wurde die cDNA bei 4 °C gekihlt und anschielend
bei -20 °C bis zur weiteren Untersuchung mittels RT-PCR gelagert.

1% komplementare DNA (engl.: complementary DNA )
" Thermo Fisher Scientific Inc., 81 Wyman Street, Waltham MA 02454
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3.2.4 Real-time —-TagMan-PCR

Fir die Untersuchung der Proben mittels Real-time TagMan-PCR wurde der Rotor-
Gene Q'? genutzt. Die PCR lauft dort nach einem Vorbereitungsschritt tiber zwei Mi-
nuten bei 50 °C. Zunachst erfolgt eine Denaturierung tber 10 Minuten bei 95 °C. Da-
nach erfolgt die zweite Denaturierung tber 15 Sekunden bei 95 °C und anschlieend
kommt es zum Annealing der Primer und Synthese des DNA-Doppelstranges uber
eine Minute bei 60 °C. Dieser Zyklus wird 45 Mal wiederholt. Die Auswertung erfolgte
mittels ,Rotor-Gene Q Series Software” der Firma Qiagen. Fir die Untersuchung
wurden 5 ul cDNA mit 20 pl eines Mastermix in ein Striptube gegeben. Der Master-

mix bestand aus folgenden Reagenzien™ (Mengenangabe pro Probe):

RNAse freies H,O 11,25 pl
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) 6,25 pl
Primer Set 1,25 pl
Sonde 1,25 yl

Tabelle 4: Mastermix zweite Denaturierung fiir die Real-time-TagMan-PCR

Zum Nachweis der PaBV-4-RNA wurde das von Honkavuori et al. (2008) beschrie-
bene Protokoll mit dem Primerpaar ,1034-1322“ und die dazugehérige Sonde ver-
wendet (Vorwartsprimer: 5-CAGACAGCACGTCGAGTGAGA-3', Rickwartsprimer:
5-AGTTAGGGCCTCCCTGGGTAT-3, Sonde: 6FAM-5'"-
AGGTCCCCGCGAAGGAAGCGA-3-TMR). Ebenso wurden der als Positivkontrolle
beschriebene Standard 1034 in einer Verdiinnung von 10™" bis 107 verwendet. Die
Standards wurden in Anlehnung an eine Verdiinnungsreihe des Plasmids ermittelt.
Der Standard 10™" wurde mit 500 000 Kopien ermittelt, Standard 102 mit 50 000 Ko-
pien, Standard 10 mit 5 000 Kopien, Standard 10 mit 500 Kopien, Standard 10
mit 50, Standard 10 mit 5 und 107 mit weniger als 5 Kopien. Ct-Werte von tiber 36
werden in der Literatur als positiv gewertet, basierend auf der Verdiinnung des Stan-
dards mit 5 Kopien (Honkavuori et al., 2008). In den vorliegenden Versuchen wurden
auch Werte Uber 36 als positiv gewertet, wenn sie den fir positive Proben typischen

Kurvenverlauf aufzeigten. Diese hdheren ct-Werte lassen sich durch nicht optimal

'2 QUIAGEN GmbH, Qiagen Str. 1, 40724 Hilden, Deutschland
" Thermo Fisher Scientific Inc., 81 Wyman Street, Waltham MA 02454
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ablaufende PCR Zyklen zu Beginn der PCR erkldren, wenn beispielsweise das En-
zym oder der Primer nicht optimal reagieren. Um die PaBV-2-RNA nachzuweisen,
wurde der bereits entwickelte Primer und Sonde (Vorwértsprimer: 5'-
CAGACAGCACGTCGAATGAGG-35 Sonde: 6-FAM-5-
AGGTCTCCAAGAAGGAAGCGA-3-TMR; Ruckwartsprimer: 5'-
AGTTAGGGCCTCCCTGGGTAT-3') verwendet (Piepenbring et al., 2016). Als Posi-
tivkontrolle wurde Gehirnmaterial eines PaBV-2 positiven Nymphensittichs aus dem
Versuch von Piepenbring et al. (2016) in einer Verdiinnung von 10° bis 10 verwen-
det.

3.2.5 Antikérpernachweis mittels des indirekten Inmunfluoreszenztests (lIFT)

Die Serumproben der Elterntiere der Pyrrhura spp. wurden auf Antikdrper gegen
PaBV-4 untersucht. Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Sibylle Herzog am
Institut fiir Virologie'. Die Untersuchung der Seren erfolgte mittels indirektem Im-
munfluoreszenztest (IIFT). Der quantitative Nachweis von spezifischen Antikdrpern
gegen PaBV in den zwdlf Pyrrhura-Seren erfolgte auf Multitest-Objekttragern mit
PaBV-CEC-32-Zellen, die mit Aceton fixiert waren. Die Titerbestimmung erfolgte
ausgehend von einer 1:10 Verdlnnung in Zweierpotenzen. Die einzelnen Serumver-
dinnungen wurden auf den Objekttragern bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Die An-
tigen-Antikérper-Reaktion wurde durch einen anti-Spezies-Antikérper, der mit dem
Fluorochrom Fluorescin-Isothiocyanat gekoppelt ist (goat-anti-bird-lgG, FITC
conjugated'®; verdunnt 1:400) nachgewiesen. Alle Serumverdiinnungen wurden in
Immunblockpuffer (Roti®-ImmunoBlock)'® durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte wie

unter 3.1.1..

" Institut fur Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gieen, BFS
Schuberstr. 81, 35392 GielRen

'® Biomol GmbH, WaldmannstraRe 35, 22769 Hamburg, Deutschland

'® Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe,Deutschland
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3.2.6 Histopathologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung erfolgte eigenstédndig am Institut fir Veterinar-
Pathologie'” und wurde durch Frau Prof. Dr. Christiane Herden'” und Tierérztin Sara
Malberg'” unterstitzt.

Die in 5 %igem gepuffertem Formalin fixierten Organe aus 3.1.4.4 und 3.1.4.5 wur-
den in Paraffinwachs eingebettet. Daraus wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt.
Die Schnitte wurden mit Hamatoxilin-Eosin geférbt. Durch die Farbung konnten die
Gewebsstrukturen in den Organschnitten mit Hamatoxylin (Farbung im Kern) und
Kontrastierung durch Eosin (Farbung im Plasma) sichtbar gemacht werden. Hierfur
wurden die Schnitte zunachst mit Xylol-Ersatz und absteigender Alkoholreihe
entparaffiniert und dehydriert. Nach 5 Minuten in PBS wurde fiir 10 Minuten Methanol
aufgetragen. Nach weiteren 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte fir 8 Sekunden in
Hamalaun gelegt. Nach Abspilen mit Leitungswasser und Aqua dest. wurden die
Schnitte fur je 30 Sekunden mit Ethanol 60 %, 70 % und 96 % behandelt. Danach
folgte eine Farbung fur 3 Sekunden mit Eosin 1 %. Anschlieffend wurden die Schnitte
nochmal mit Ethanol 96 % (10 Sekunden) und Ethanol 100 % (30 Sekunden) behan-
delt. Die Farbung am Institut fir Veterinar-Pathologie erfolgte automatisiert. Die
Schnitte wurden anschlielend unter dem Mikroskop bei 100er, 200er und 400er Ver-

gréBerung betrachtet.

3.2.7 PaBV-Antigennachweis mittels Inmunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde am Institut fiir Veterinar-Pathologie'® durchgeftihrt. Die
Auswertung erfolgte eigensténdig mit Unterstlitzung durch Frau Prof. Dr. Christiane

Herden® und Tierarztin Sara Malberg'®.

Fiar die Immunhistochemie wurde die in der Literatur beschriebene Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex (ABC) Methode angewendet (Herden et al., 1999). Die in 5
%igem gepufferten Formalin fixierten Organproben aus 3.1.4.4 und 3.1.4.5 wurden in

Paraffinwachs eingebettet. Daraus wurden 5 uym dicke Schnitte angefertigt, auf Su-

7 Institut fiir Veterinar-Pathologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gie-
Ren, Frankfurter Str. 96, 35392 GielRen
"8 Institut fir Veterinar-Pathologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitét Gie-
Ren, Frankfurter Str. 96, 35392 GielRen
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perfrost®Plus-Objekttrager'® aufgezogen und mit Xylol-Ersatz und einer absteigen-
den Alkoholreihe (3x5 Minuten), Isopropanol (2x3 Minuten), 96 % Ethanol (3 Minu-
ten) und 80 % Ethanol (3 Minuten) dehydriert und wieder entparaffiniert. Die Hem-
mung der endogenen Peroxidasen wurde durch Zugabe von 197 ml Methanol und 3
ml 30 %igem Wasserstoffperoxid erreicht und 30 Minuten inkubiert. Die Antigene
wurden mit Zitratpuffer (pH=6,0) bei 95 °C fir 25 Minuten demaskiert. Danach wur-
den sie 15 Minuten bei Raumtemperatur im Zitratpuffer abgekuihlt und anschlief3end
5 Minuten in TBS gewaschen, anschlieBend wurden die Objekttrédger in Shandon-
Racks (Shandon Coverplate)20 eingestellt. Die Schnitte wurden mit 100 pl 20 %igem
Schweineserum?' in TBS fiirr 15 Minuten geblockt und mit dem Priméarantikérper
(polyklonaler Kaninchen-anti-BDV-p24-Antikérper, Biot. Goat anti rabbit IgG (H&L)?)
1:2000 verdunnt in 20 % Schweineserum / TBS inkubiert. Dieser musste Uber zwolf
Stunden bei 4 °C einwirken und wurde dann ausgewaschen (TBS 3x5 Minuten).
Nach Auftragen des Sekundarantikérpers (biotinyliertes anti-Kaninchen-IgG, Institut
fur Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin, JLU Gief3en) 100 pl Verdinnt 1:100 in 1
% Rinderserumalbumin (BSA)/TBS erfolgte eine weitere Inkubation Uber 30 Minuten
und ein weiterer Waschschritt (TBS 3x5 Minuten). SchlieRlich erfolgte die Behand-
lung der Objekttrager mit dem VECTASTAIN ABC Kit*>. Um die Antigen-Antikorper-
Reaktion sichtbar zu machen, wurden die Schnitte mit Chromogen-Diaminobenzidin
(DAB)** 10 Minuten gefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt (TBS 3x5 Minuten
und 1x5 Minuten Aqua dest.) wurden die Objekttrager mit Kardasewitch fur 5 Minuten
gefarbt und nach Auswaschen mit Aqua dest. mit Papanicolau / Hamatoxilyn S 1:10
in Aqua dest. fir ca. 30 Sekunden gegengeféarbt und nach 5 Minuten blduen in Lei-
tungswasser und Abspillen mit Aqua dest. in aufsteigender Alkoholreihe (jeweils 3
Minuten 50 % Ethanol, 70 % Ethanol, 80 % Ethanol, 96 % Ethanol, 2x 100 %
Isoproponal) dehydriert. Nach dem Umsetzen der Objekttrager in Xylol-Ersatz wur-
den die Schnitte mit Tissue-Tek® coverslipping films? in einer automatischen

Eindeckmaschiene® eingedeckt. Die Schnitte wurden bei 200-facher Vergroferung

'° Firma Langenbrinck GmbH; Labor- und Medizintechnik, Im Hausgriin 13,79312 Emmendingen

2 Thermo Fisher Scientific GmbH, Im Steingrund 4-6, 63303 Dreieich, Deutschland

' PAA Labatories, 145 Bethridge Road Etobicoke, ON MOW 1N4, Kanada

®2 \ector Lab., 3390 S Service Rd, L7N 3J5 Burlington, Kanada

% Vector Lab., 3390 S Service Rd, L7N 3J5 Burlington, Kanada

% Fluka Chemikalien, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Eschenstr. 5, 82024 Taufkirchen, Deutschland

% Sakura Finetek Germany GmbH, Innere Neumatten 20, 79219 Staufen, Deutschland

2 \VOGEL med. Technik & Elektronik, GmbH & Co. KG, Gottlieb-Daimler-Strasse 2, 35463 Fernwald,
Deutschland
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unter dem Mikroskop ausgewertet. Zur Kontrolle wurden alle Schnitte doppelt ge-
farbt, einmal mit dem Primarantikérper und einmal mit nicht-immunogenem Kanin-

chenserum als Negativkontrolle.

Alle Organe und das Gehirn unterteilt in Kleinhirn und GroRhirn wurden auf PaBV-
Antigen untersucht. Um das Verteilungsmuster von PaBV-Antigen im Gehirn besser
darstellen zu kénnen, erfolgte eine Untersuchung von drei Lokalisationen je Gehirn.
Untersucht wurden das Kleinhirn zentral im Arbor vitae, das GroRhirn zentral und ein
Teil vom Gehirn mit Ventrikelanschnitt. Dabei wurden in der 200er Vergrofkerung im
Lichtmikroskop auf Grund der kleinen Grof3e der Organschnitte in jeweils einem Ge-
sichtsfeld die PaBV-Antigen positiven Zellen ausgezahlt. Auf die Bildung eines
Scores wurde auf Grund der Zahlung nur eines Gesichtsfeldes je Gehirnabschnitt
verzichtet, da die statistischen Fehler der Zahlung mit den Direktzahlen geringer ge-

halten werden konnten.

3.2.8 Féarbung zur Zellidentifikation

Zur Spezifizierung der Zellen, die sich in der Immunhistochemie PaBV-Antigen-
positiv anfarbten, wurde eine Farbung mit Zellmarkern und DAB in Kombination
durchgefiihrt. Die Spezialfarbungen wurde in Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr.
Christiane Herden und Tierarztin Sara Malberg am Institut fiir Veterinar-Pathologie?”
durchgefuhrt. Hierfur wurden erneut Schnitte von Embryo CA-01, CA-02, DO-01, DO-
02 sowie PaBV-2-01C und PaBV-2-02D angefertigt und nach unten beschriebenen

Protokollen gefarbt.

Anti Neuronal Nuclei (NeuN) ABC (Neuronen-Marker)

Die oben genannten Schnitte wurden zuerst entparafiniert und rehydriert. Hierzu
wurden sie jeweils fiir 3 Minuten in Xylol-Ersatz 1, 2 und 3 gelegt. Daraufhin wurden
sie fur jeweils 3 Minuten in Isopropanol 1 und 2 gegeben. Zuletzt wurden die Schnitte
fur 3 Minuten in 96 %iges Ethanol und anschlieBend fur 3 Minuten in 80 %iges
Ethanol gegeben. Die Hemmung der endogenen Peroxidase erfolgte bei Raumtem-
peratur fur 30 Minuten in Methanol (reinst.) / 0,5 % H202 (30 %ig). AnschlieRend

2 Institut fir Veterinar-Pathologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gie-
Ren, Frankfurter Str. 96, 35392 GielRen
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wurden die Schnitte mit TBS ausgewaschen. Die Vorbehandlung erfolgte in vorge-
wéarmtem (97°C) Zitratpuffer 10 mM (pH:6,0) fur 25 Minuten. Nach Abkihlung wurden
die Schnitte in TBS umgesetzt. Als Blocking-Serum wurde fur 10 Minuten unver-
dunntes Pferdeserum?® aufgetragen. AnschlieRend wurde der Primarantikérper
(Mouse anti Neuronal Nuclei , clone A 60% ) aufgetragen und tiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Der Antikdrper wurde in TBS/ 1 % / BSA angesetzt. Nach Inkubation wur-
den die Schnitte gewaschen (3 x 5 Minuten in TBS Puffer). AnschlieRend erfolgte die
Inkubation des sekundaren Antikdrpers (Biot. Horse anti MouselgG ( H+L)%) fiir 30
Minuten. Hierfur wurden 9 pl Sekundarantikérper fur 1 ml TBS/ 1 % BSA angesetzt.
AnschlieRend wurden die Objekttrager 3 Mal fir 5 Minuten in TBS gewaschen. Der
ABC Komplex®" wurde mit 9 ul A + B fur 1 ml TBS / 1 % BSA angesetzt und fiir 30
Minuten auf die Schnitte aufgetragen. Anschlielend erfolgte ein weiterer Wasch-
schritt in TBS (3 x 5 Minuten). Fur die Farbung wurde 0,05 % DAB in 0,1 ml Imidazol
/ HCL Puffer — pH: 7,08 und 0,01 % H>O; (30 %ig) angesetzt. Die Schnitte wurden
darin fr 10 Minuten unter Rihren inkubiert. Er erfolgte ein weiterer Waschschritt in
TBS (3 x 5 Minuten) und anschlieRendem Abspllen in Aqua dest.. Daraufhin wurde
fur 5 Minuten mit Kardasewitch behandelt und mit Aqua dest. grindlich abgespiilt.
Die Gegenfarbung erfolgte mit Papanicolaous / Hamatoxilin S 1 : 10 verdinnt in Ag-
ua dest.. Nach der Gegenfarbung wurden die Schnitte fir 5 Minuten unter Leitungs-
wasser geblaut und dann mit Aqua dest. abgespult. AnschlieBend wurden die Schnit-
te in aufsteigender Alkoholreihe je 3 Minuten dehydriert. AnschlieRend wurden die
Objekttrager in Xylol-Ersatz fiir 10 Minuten gegeben und dann wie unter 3.2.7 einge-
deckt. Als Positivkontrolle wurden Schnitte aus dem Gehirn adulter Nymphensittiche
eingesetzt, bei denen der Marker bereits erfolgreich eingesetzt werden konnte, ver-

wendet (Malberg, persénliche Mitteilung).

Rabbit anti GFAP_PAP (Gliazellmarker)

Fir die Untersuchung mit dem Gliazellmarker wurden die Schnitte wie oben be-
schrieben entparaffiniert und rehydriert. Die Hemmung der endogenen Peroxidase

erfolgte ebenfalls wie oben beschrieben. Als Blocking-Serum wurde Schweinese-

8 PAA Labatories, 145 Bethridge Road Etobicoke, ON MOW 1N4, Kanada

2 Chemicon international, Fischbacher Weg 3A , 65719 Hofheim am Taunus, Deutschland
% vector Lab., 3390 S Service Rd, L7N 3J5 Burlington, Kanada

% Vector Lab., 3390 S Service Rd, L7N 3J5 Burlington, Kanada
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rum®? 1

: 5 verdinnt in TBS verwendet. Als Primarantikorper wurde Rabbit-anti-Cow
GFAP* nach oben beschriebenem Protokoll in TBS / 20 % Schweineserum verwen-
det. Als Sekundarantikérper wurde Schwein-anti-Kaninchen 1gG** (1 : 100 verdunnt
in TBS 20 % Schweineserum) wie oben beschrieben eingesetzt. Nach einem
Waschschritt (3 x 5 Minuten in TBS) erfolgte fir 30 Minuten eine Inkubation von
PAP vom Kaninchen®. AnschlieBend wurden die Schnitte wie oben beschrieben
gefarbt und gegengefarbt. Auch hier wurden Schnitte aus dem Gehirn adulter

Nymphensittiche als Kontrollen eingesetzt.

Kaninchen anti S-100 PAP (Gliazellmarker)

Die Schnitte wurden wie oben beschrieben entparaffiniert und rehydriert. Die endo-
gene Peroxidase wurde wie oben beschrieben gehemmt. Als Blocking-Serum wurde

Schweineserum®® 1

: 5 verdinnt in TBS verwendet. Als Primarantikdrper wurde
Rabbit-Immunglobulin-to-Cow S-100*" nach oben beschriebenem Protokoll in TBS /
20 % Schweineserum verwendet. Als Sekundérantikérper wurde Schwein-anti-
Kaninchen IgG* (1 : 100 verdinnt in TBS 20 % Schweineserum) wie oben beschrie-
ben eingesetzt. Nach einem Waschschritt (3 x 5 Minuten in TBS) erfolgte fiir 30 Mi-
nuten eine Inkubation von PAP vom Kaninchen®®. AnschlieRend wurden die Schnitte
wie oben beschrieben gefarbt und gegengefarbt. Zusétzlich wurden Kontrollen von

Gehirnschnitten adulter Nymphensittiche gefarbt.

%2 PAA Labatories, 145 Bethridge Road Etobicoke, ON MOW 1N4, Kanada

3 Dako, BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Obere Hauptstrasse 10b, 85386 Eching, Deutschland
34 Dako, BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Obere Hauptstrasse 10b, 85386 Eching, Deutschland
* DIANOVA GmbH, WarburgstraRe 45, 20354 Hamburg, Deutschland

% PAA Labatories, 145 Bethridge Road Etobicoke, ON MOW 1N4, Kanada

3 Dako, BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Obere Hauptstrasse 10b, 85386 Eching, Deutschland
% Dako, BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Obere Hauptstrasse 10b, 85386 Eching, Deutschland
% DIANOVA GmbH, WarburgstraRe 45, 20354 Hamburg, Deutschland
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3.2.9 Virus-Isolierung

Die Virus-Isolierung von infektiésem PaBV-2 und -4 wurde in Zusammenarbeit durch

Frau Dr. Sibylle Herzog am Institut fiir Virologie*® durchgefiihrt.
3.2.9.1 Virus-Isolierung in CEC-32-Zellen

Fir die Virusisolierung wurden nach 17 Tagen Inkubation (11-14 Tage p.i.) der
embryonierten Nymphensitticheier, die mit PaBV-2 oder PaBV-4 inokuliert waren und
die fUr diese Untersuchung bestimmten Mock-Kontrollen, drei verschiedene Proben
von jedem Embryo untersucht: Dotter, Gehirn und Pool von Organen (Darm, Magen,
Leber). Es wurden 10 %ige Organsuspensionen in DMEM*' mit 2 % fetalem Kalber-
serum hergestellt, mit Ultraschall aufgeschlossen und bei 1000 g fir 10 Minuten zent-
rifugiert. 100 ul jedes Uberstandes wurden direkt auf einen semi-konfluenten Zellra-
sen von CEC-32-Zellen in 24-Well-Platten gegeben. Nach der Virusabsorption von
einer Stunde bei 37 °C wurden die Zellkulturen mit DMEM mit 10 % fetalem Kalber-
serum aufgeflllt und inkubiert. Nach fiinf Tagen wurden die infizierten Zellkulturen
passagiert. Gleichzeitig wurden Multitest-Objekttrager angelegt, um die Zellkulturen
nach jeder Passage mittels des indirekten IIFT auf eine Virusreplikation zu untersu-
chen. Die inokulierten Zellkulturen wurden dreimal passagiert und jedes Mal mittels

IIFT untersucht.
3.2.9.2 Virus-Isolierung in embryonalen Nymphensittichzellen

Fir die Isolierung von PaBV-2 und PaBV-4 auf Nymphensittichzellen wurde nur das
Gehirn der Embryonen aus Versuch 2 untersucht. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter
3.2.9.1. Die Untersuchung wurde auf zwei verschiedenen Zelltypen durchgefiihrt, auf
embryonalen  Nymphensittichgehirnzellen  (NEB) und auf  embryonalen
Nymphensittichfibroblasten (NEF). Die Infektion der NEB- und NEF-Zellen erfolgte
auf Chamber-Slides wie unter 3.1.2. 50 pl jeder Organsuspension wurde auf die Zell-
kulturen gegeben, die zu % konfluent waren. Nach Virusadsorbtion von einer Stunde
wurden die Chamber-Slides mit DMEM + 10 % FKS aufgefiillt und nach Inkubation
von fiinf Tagen ausgewertet. Die Zellen wurden nicht passagiert. Die Auswertung

erfolgte mittels IIFT.

40 |nstitut far Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gieen, BFS
Schuberstr. 81, 35392 GieRen
“ Invitrogen, Life Technologies Ltd, 3 Fountain Drive, Inchinnan Business Park, Paisley PA49RF,UK
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3.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Statistische Berechnungen zu Ergebnissen wurden mit Hilfe des Programms BiAS
Version 9.14 auf der Grundlage von ,Angewandte Statistik, Kapitel 45* durchgefuhrt
(Sachs, 2013). Die statistische Berechnung wurde in Kooperation mit Herrn Dr. rer.
nat. Klaus Failing und Herrn Andreas Schaubmar und Frau Marion Sparenberg aus
der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung*? am Fachbereich Veteri-
narmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gielen, durchgefihrt. Weitere Berechnun-

gen wurden mit Hilfe des Programms ,Microsoft Office Excel 2007“ durchgefuhrt.

Es wurde die relative Haufigkeit der positiven Ergebnisse in den Versuchsgruppen
bestimmt. Darliber hinaus wurden die Konfidenzintervalle fir alle Versuchsgruppen
berechnet. Das Konfidenzintervall ist der Bereich, der bei unendlicher Wiederholung
eines Zufallsexperiments mit einer gewissen Haufigkeit (dem Konfidenzniveau 95 %)
die wahre Lage des Parameters einschlie3t. Der ,Vergleich der Haufigkeiten* wurde
fur Versuch 2 mittels zweifaktorieller exakter logistischer Regression mit dem Pro-
gramm ,StatXact" bestimmt. Hierfiir wurde der Unterschied zwischen Infektionsroute
und Virusvariante jeweils fiir die Untersuchung mittels RT-PCR und

Immunhistochemie berechnet.

In Versuch 2 wurde dariiber hinaus der Mann-Whitney-U-Test an den Ergebnissen
der Immunhistochemie angewandt um die Unterschiede zwischen den Gruppen und
der Lokalisation des PaBV-Antigens im Gehirn zu untersuchen. Der Mann-Whitney-
U-Test ist ein nicht-parametrisches Verfahren, er stellt geringere Anforderungen an
die Verteilung der Messwerte in der Grundgesamtheit als der T-Test. So mussen die
Daten nicht normalverteilt sein. Die Variablen miissen nur ordinalskaliert sein. Somit
kann auch bei kleineren Stichproben, wie in dieser Arbeit, die Statistik berechnet

werden.

42 AG Biomathematik und Datenverarbeitung, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-

Universitat Gielten, Frankfurter Str. 95, 35392 GieRRen
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4 ERGEBNISSE

4.1 In vitro Inokulation von PaBV auf embryonalen

Nymphensittichzellkulturen

Anzucht des PaBV-4-Isolates Ps34 auf embryonalen Nymphensittichgehirnzellen

(NEB-Zellen)

Um die Moglichkeit einer Virusvermehrung im Nymphensittichembryo zu Gberpriifen,
wurden Zellkulturen von Gehirnzellen aus Nymphensittichembryonen (NEB-Zellen)
angelegt. Die Zellen waren mit PaBV-4-Isolat Ps34 infizierbar. Der Titer des Virus-
stocks, der auf den NEB-Zellen ermittelt wurde, entsprach dem Titer auf den CEC-32
Zellen: 5x10° TCIDso/ ml.

Anzucht des PaBV-4-Isolates Ps34 auf embryonalen Nymphensittichfibroblasten

(NEF-Zellen)

Das PaBV-4-Isolat Ps34 lieR® sich auf den Nymphensittichfibroblasten (NEF-Zellen)

nicht anzlichten.

Anzucht des PaBV-2-Isolates Ps39 auf embryonalen Nymphensittichgehirnzellen

(NEB-Zellen)

Das PaBV-2-Isolat Ps39 liel sich ebenfalls auf NEB-Zellen anziichten. Ebenso ent-
sprach der Titer des Virusstocks der auf den NEB-Zellen bestimmt wurde dem Titer
auf den CEC-32 Zellen: 5x10° TCIDso/ ml. Die Wachstumseigenschaft von PaBV-2

erfolgte ohne Unterschied zu der von PaBV-4.

Anzucht des PaBV-2-Isolates Ps39 auf embryonalen Nymphensittichfibroblasten

(NEF-Zellen)

Das PaBV-2-Isolat Ps39 lie3 sich auf den NEF-Zellen nicht anziichten.

[47]



ERGEBNISSE

Besonderheiten in der Zellkultur der NEB- und NEF- Zellen

Bei der Adspektion der Zellen unter dem Mikroskop fiel auf, dass sich besondere Zel-
len darstellten. Diese Zellen ahnelten keinen anderen bekannten Zellen aus Sauge-
tier- oder anderen Vogelzelllinien. Sie schienen speziell bei Zellkulturen aus embryo-
nalen Nymphensittichgehirnzellen und vereinzelt auch bei Zellkulturen aus embryo-
nalen Nymphensittichfibroblasten vorzukommen. Die Zellen wiesen einen bis mehre-
re Zellkerne auf. Die Zellkerne waren umgeben von einem optisch dichten
Zytpolasma, das durch einen optisch leeren Plasmasaum umhullt war. Dieser war
entweder glatt oder wies Ausbuchtungen auf. Diese Zellen lie3en sich auch mit PaBV

infizieren.

Abbildung 3: Embryonale Nymphensittichgehirnzellen (NEB)

A: GroRe Zelle mit zwei Zellkernen und durchsichtigem Zytoplasmasaum, daneben kleinere Zellen
mit mehreren Zellkernen.

B: Zellen mit mehreren Zellkernen und verzweigtem Zytoplasma.

Abbildung 4: Mit PaBV-4 Isolat infizierte NEB Zellen
A: PaBV-Nachweis im Zellkern und Zytoplasma
B: PaBV-Nachweis hauptséachlich im Zellkern
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4.2 Vorversuch zur Desinfektion der Eischalen

Zur Bestimmung eines geeigneten Desinfektionsmittels fur die Eier wurden sechs
Eier von PaBV-2 positiven Elterntieren mit 3 %igem Wasserstoffperoxid desinfiziert.
Auf allen Eischalen konnte vor der Desinfektion PaBV-2 RNA nachgewiesen werden,
nach Desinfektion jedoch nicht mehr. Somit zeigte sich die Desinfektion mit 3 %iger
Wasserstoffperoxidldsung als wirksam. Die Eier wurden nach Desinfektion weiter
inkubiert. Alle Embryonen starben nach 5-7 Tagen Inkubation ab. Die Embryonen
wurden homogenisiert und ebenfalls auf PaBV-RNA untersucht. Bei keinem der

Embryonen wurde PaBV-2 RNA nachgewiesen.

Nr. Eischale vor Desinfektion | Eischale nach Desinfekti- | Embryo (ganzes
mit 3 %iger on mit 3 %iger Tier) nach Ab-
Wasserstoffperoxidlosung | Wasserstoffperoxidlésung | sterben

Ct 27.40 - -

Ct 30.44 - -

Ct 33.91 - -

Ct 32.83 - -

Ct 30.63 - -

Ct 34.68 - -

Tabelle 5: Ct-Werte der PaBV-RNA vor und nach Desinfektion mit 3 %iger
Wasserstoffperoxidlosung

Zusétzlich wurden die Embryonen nach Absterben in toto untersucht
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -

o O M| W[ N =

4.3 Invivo Inokulation von PaBV in Nymphensitticheiern
4.3.1 In vivo Versuch 1: Dottersackinokulation mit PaBV-4

4.3.1.1 Klinische Beobachtungen von Versuch 1: Dottersackinokulation mit PaBV-4
In Versuchsgruppe 1 zeigten die Eier einen normalen Entwicklungsverlauf vor und

nach der Inokulation in den Dottersack.

4.3.1.2 PaBV- RNA Nachweis von Versuch 1: Dottersackinokulation mit PaBV-4

In Versuch 1 konnte bei neun der 32 Embryonen (28,1 %) aus inokulierten Eiern
PaBV-4-RNA aus dem Gehirn nachgewiesen werden. Bei beiden Mock-Kontrollen
gelang dies nicht. Die Ct-Werte lagen zwischen 26,48 und 37,36. Die anderen Orga-
ne (Herz, Leber, Drisen-, Muskelmagen und Niere) wurden als Pool untersucht und
waren alle negativ. Fir den Versuch ergab sich ein Konfidenzintervall von Cl: [13,7
%; 46,7 %]).
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Nr. Gehirn Ct-Wert Organe Ct-Wert

EI 01

El 02

EI 03

El 04 Kontrolle

ElI 05

El 06

EI 07

EI 08

EI 09

ElI 10

El 11

El 12 Kontrolle

ElI13

El 14

El 15

El 16

ElI17

El 18

ElI 19

El 20

El 21

El 22

El 23

El 24

El 25

El 26

El 27

El 28

El 29

EI 30

El 31

El 32

ElI 33

El 34

Tabelle 6: Nachweis von PaBV-4-RNA in Versuch 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -

4.3.1.3 Histopathologische Untersuchungen von Versuch 1: Dottersackinokulation
mit PaBV-4

Histopathologisch konnten bei allen Embryonen aus inokulierten Eiern keine Hinwei-
se auf lymphoplamazellulare Infiltrate gefunden werden. Da die Embryonen in dieser
Gruppe auf vier Untersuchungsmethoden aufgeteilt wurden, waren die Schnitte oft

nur schwer auswertbar. Die einzelnen Organe sind bei Embryonen nach 17 Tagen
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Inkubation noch sehr klein. Nach der Aufteilung fir RT-PCR, Virusisolierung, Histolo-
gie und Immunhistochemie blieben nur sehr kleine Teilstlicke tbrig. Die Organe wa-
ren zum Teil nur in kleinen Sticken angeschnitten oder fehlten zum Teil ganz. Im
Herz zeigten sich bei allen Kiilken immature Muskelfasern mit reichlich embryonalem
Bindegewebe, das Leitungssystem (Purkinjefasern) war nicht sicher differenzierbar.
In der Niere zeigte sich in einigen Schnitten (3 von 34) eine physiologische
extramedullédre Hamatopoese. Die Leber zeigte bei vier Embryonen eine milde bis
moderate Hepatolipidose, die als Folge der beginnenden Dottersackresorption ge-
deutet werden kann. Zusatzlich zeigten alle Leberschnitte, die BlutgefédRanschnitte
und Blutzellen enthielten, eine physiologische moderate bis deutliche extramedullére
Hamatopoese. Dies ist fir Embryonen in diesem Entwicklungsstadium physiologisch.
Die Driisen- und Muskelmé&gen enthielten zum Teil abgeschlucktes Material. Die Ge-
hirnstrukturen waren in diesen Schnitten sehr schlecht zu beurteilen, da sie oft nur
als Teilstlicke vorlagen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zelldichte im
juvenilen Gehirn deutlich dichter ist und die einzelnen Gehirnareale schlechter zu
unterscheiden sind. Die Auswertung der HE-Schnitte ergab keinen Unterschied zwi-

schen den Mock-Kontrollen und den infizierten Embryonen.

b

Abbildung 5: GroBhirn (links) und Kleinhirn (rechts) Versuch 1 Dottersackinokulation
mit PaBV-4

Keine pathologischen Veranderungen mit physiologischer Zelldichte fur Embryonen nach
17 Tagen Bebrutung (Embryo EI 33, HE-Farbung, 100er VergroRerung)
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Sy :
Abbildung 6: Leber mit Hepatolopidose (links), juvenile Niere (rechts) Versuch 1 Dottersackinoku-
lation mit PaBV-4

Links: Typische Fetteinschlusse in der Leber bedingt durch beginnende Dottersackresorbtion drei Tage
vor Schlupf (Embryo El 01, HE-Farbung, 400er VergréRerung)

Rechts: Juvenile Niere mit extramedullarer Hamatopoese (Embryo El 01, HE-Farbung, 400er Vergrofie-
rung)

Abbildung 7: Drisenmagen (links) und Muskelmagen (rechts) Versuch 1 Dottersackinokulation
mit PaBV-4

Im Lumen der Magen ist abgeschlucktes Material zu finden (Embryo EI 04, HE-Farbung, 100er Vergro-
Rerung)

Abbildung 8: Juveniles Herz, Klappenanschnitt

Versuch 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4

Immature Muskelfasern mit embryonalem Bindegewebe,

das Leitungssystem (Purkinjefasern) ist nicht sicher
differenzierbar (Embryo El 01, HE-Farbung, 100er Vergréferung)
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4.3.1.4 PaBV-Antigennachweis mittels Inmunhistochemie von Versuch 1: Dottersack-
inokulation mit PaBV-4

Mittels Immunhistochemie wurden Gehirn, Herz, Leber, Drisenmagen, Muskelmagen
und Niere auf PaBV-Antigen untersucht. Die Schnitte waren zum Teil nur schwer
auswertbar, da die Embryonen in dieser Gruppe auf vier Untersuchungsmethoden
aufgeteilt wurden und die Organe nur zum Teil oder gar nicht vorhanden waren. Bei
sechs Embryonen war das Gehirn nicht auswertbar, da entweder nur ein sehr kleiner
Teil angeschnitten war, oder es sogar vollstdndig nicht zu bewerten war. Bei den
restlichen Embryonen konnte PaBV-Antigen mittels DAB-Farbung im Kleinhirn und
vereinzelt auch im GroRhirn nachgewiesen werden. Im Herzen und an der Niere fan-
den sich zum Teil dunkler geférbte Areale mit DAB-Einlagerung, die aber keine Zell-
assoziation aufwiesen und somit als Hintergrundrauschen gewertet wurden. Die
Mock-Kontrollen wiesen keine positiven Reaktionen im Gehirn auf. Die relative Hau-
figkeit des PaBV-Antigennachweises fir die Immunhistochemie lag im Kleinhirn bei
91,3 % (21 von 23) und im GroRhirmn bei 50 % (12 von 24). Das Konfidenzintervall
ergab fur das Kleinhirn Cl: [72,0 %; 98,9 %] und fur das GroRhirn CI: [29,1 %; 70,9
%].
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Nr. Kleinhirn | GroBhirn | Herz Leber Driisen- | Muskel- | Nijere
magen magen

El 01

El 02

El 04 K

Ei0s

EI 08

ElI10

El12K

ElI13

El 14

El 15 fehlt

El 16 fehlt

ElI17 fehlt

El 18 fehlt

ElI 19

El 20 fehlt

El 21

El 22 fehlt

El 23

El 25

EI 30
El 31
El 32
ElI 33
El 34 fehlt

Tabelle 7: Nachweis von PaBV-Antigen in Versuch 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
Legende: Positiv = +; Negativ= -; Nicht gentigend Material zur Auswertung vorhanden = fehlt ;
K= Kontrolle
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Embo EI 32 Versuch 1 Dottersackinokulation

Abbildung 9: PaBV-Antigennachweis im Grofhirn
mit PaBV-4

Links: 100er VergroRerung im Lichtmikroskop. Vereinzelt pos. DAB-Farbungen.

Rechts: 400er VergroRerung im Lichtmikroskop. Deutliche DAB-Farbung im Zellkern und Perikariar.

4.3.1.5 Virus-Isolierung von Versuch 1: Dottersackinokulation mit PaBV-4

In Versuchsgruppe 1 konnte nach drei Passagen auf CEC-32 Wachtelzellen kein in-

fektidses Virus aus den Embryonen isoliert werden.

4.3.1.6 Zusammenfassende Ergebnisse von Versuch 1: Dottersackinokulation mit
PaBV-4

Bei der Auswertung der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass aufler bei EI 05
und El 29 bei allen in der PaBV-RT-PCR positiven Embryonen auch PaBV-Antigen
gefunden werden konnte. Bei ElI 05 und El 29 war eine Auswertung der
Immunhistochemie im Gehirn nicht mdglich, da kein passendes Material angeschnit-
ten wurde. Allerdings waren nicht alle Embryonen die in der Immunhistochemie posi-

tive Ergebnisse zeigten auch in der RT-PCR positiv (9 von 26).
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Gehirn  Ct-Wert Organe Ct-Wert Kleinhirn GroBhirn Organe
PaBV-RNA PaBV-RNA PaBV-Antigen PaBV-Antigen PaBV-Antigen

Nr.

EI 01
El 02
EI 03

fehlt fehlt
El 04 Kontr.

ElI 05 fehlt fehlt
El 06 fehlt
EI 07 fehlt

EI 08
EI 09
El 10
El 11
El 12 Kontr.
ElI 13
El 14
El 15
El 16
ElI 17
EI18
ElI 19
El 20
El 21
El 22
El 23
El 24
El 25
El 26
El 27
El 28
El 29
El 30
El 31
El 32
El 33

El 34 fehlt

Tabelle 8: Ubersicht der Ergebnisse in Versuch 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
PaBV-RNA Nachweis und PaBV-Antigennachweis
Legende: Positiv (PaBV-RNA Nachweis) = Ct-Wert; Positiv (PaBV-Antigennachweis = +;
Negativ = -; Nicht gentigend Material zur Auswertung vorhanden= fehlt ; Kontr.= Kontrolle

fehlt fehlt
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4.3.2 In vivo Versuch 2: Dottersack- und Chorioallantoismembraninokulation
mit PaBV-4 und PaBV-2

4.3.2.1 Klinische Beobachtungen von Versuch 2: Dottersack- und

Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

Gruppe 1: PaBV-4 Inokulation in den Dottersack

Die Eier zeigten einen physiologischen Entwicklungsverlauf vor und nach der Inoku-

lation in den Dottersack.

Gruppe 2: PaBV-4 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Die Eier zeigten einen normalen Entwicklungsverlauf vor und nach der Inokulation
auf die Chorioallantoismembran. Bei drei Eiern kam es zu kleineren Blutungen nach

der Applikation des Isolates, die Embryonen entwickelten sich jedoch normal.

Gruppe 3: PaBV-2 Inokulation in den Dottersack

Die Eier zeigten einen normalen Entwicklungsverlauf vor und nach der Inokulation

mit PaBV-2 in den Dottersack. Ein Embryo starb an Tag 11 p.i. ab.

Gruppe 4: PaBV-2 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Nach Applikation des Isolates auf die Chorioallantoismembran kam es bei zwei Eiern
zu kleineren Blutungen, die Embryonen entwickelten sich aber normal. Ein Embryo

starb an Tag 12 p.i. ab.

4.3.2.2 PaBV-RNA Nachweis von Versuch 2: Dottersack- und

Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

Gruppe 1: PaBV-4 Inokulation in den Dottersack

Es wurden elf Embryonen mittels RT-PCR untersucht. Zehn waren mit PaBV-4 inoku-
liert und eine Mock-Kontrolle mit Zellkulturhomogenat. Aus acht Embryogehirnen der
PaBV-4 inokulierten Eier konnte PaBV-4-RNA nachgewiesen werden, wobei einer
einen hohen Ct-Wert von 38,9 aufwies. Aufgrund des typischen Kurvenverlaufs in der
RT-PCR wurde er trotzdem als positiv gewertet (siehe 3.2.4). Bei dem Embryo der
Mock-Kontrolle und zwei weiteren Embryonen der infizierten Eier konnte keine PaBV-

RNA nachgewiesen werden. Die im Organpool (siehe 4.3.1.2) untersuchten restli-
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chen Organe waren bei allen Embryonen ohne Nachweis von PaBV-RNA (siehe Ta-
belle 9). Fur diese Gruppe war die relative Haufigkeit in der RT-PCR 80 % (8 von 10).
Das Konfidenzintervall betrug Cl:[44,4 %; 97,4 %].

Nr. Gehirn Ct-Wert Organe Ct-Wert

PCR_DO 01

PCR_DO 02

PCR_DO 03

PCR_DO 04

PCR_DO 05

PCR_DO 06

PCR_DO 07

PCR_DO 08

PCR_DO 09

PCR_DO 10

PCR_DO 11 Kontrolle

Tabelle 9: Nachweis von PaBV-RNA Versuch 2 Gruppe 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ: -

Gruppe 2: PaBV-4 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

In dieser Gruppe wurden elf Embryonen untersucht, zehn waren mit PaBV-4 inoku-
liert und ein Embryo war eine Mock-Kontrolle. PaBV-4-RNA konnte im Gehirn von
acht der zehn infizierten Embryonen (80 %) nachgewiesen werden. Der Embryo der
Mock-Kontrolle und zwei weitere Embryonen aus infizierten Eiern waren negativ. Die
im Organpool untersuchten restlichen Organe waren bei allen Embryonen negativ
(siehe Tabelle 10). Das Konfidenzintervall fur diese Gruppe lag bei Cl: [44,4 %; 97,4
%].
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Nr. Gehirn Ct-Wert Organe Ct-Wert

PCR_CA 01

PCR_CA 02

PCR_CA 03

PCR_CA 04

PCR_CA 05

PCR_CA 06

PCR_CA 07

PCR_CA 08

PCR_CA 09

PCR_CA 10

PCR_CA 11 Kontrolle

Tabelle 10: Nachweis von PaBV-RNA Versuch 2 Gruppe 2 Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -

Gruppe 3: PaBV-2 Inokulation in den Dottersack

Es wurden funf Eier in den Dotter inokuliert, von denen die Embryonen untersucht
wurden. Zusatzlich wurde eine Mock-Kontrolle untersucht. Bei vier von funf infizierten
Embryonen konnte PaBV-RNA im Gehirn nachgewiesen werden. Die im Organpool
untersuchten restlichen Organe waren bei allen Embryonen negativ (siehe Tabelle
11). Fur diese Gruppe wurde in der RT-PCR eine relative Haufigkeit mit 80 % (4 von
5) berechnet. Das Konfidenzintervall lag bei CI: [28,3 %; 99,5 %]. Der hohe Ct-Wert
von Embryo PCR_PaBV-2 06 DO wurde als positiv berechnet, da die Kurvenaus-
wertung der RT-PCR einen eindeutigen Anstieg zeigte.

Nr. Gehirn Ct-Wert Organe Ct-Wert

PCR_PaBV-2 02 DO

PCR_PaBV-2 04 DO

PCR_PaBV-2 06 DO

PCR_PaBV-2 08 DO

PCR_PaBV-2 10 DO

PCR_PaBV-2 12 DO Kontrolle

Tabelle 11: Nachweis von PaBV-RNA Versuch 2 Gruppe 3 Dottersackinokulation mit PaBV-2
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -
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Gruppe 4: PaBV-2 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Hierfir wurden sechs Embryonen untersucht. Finf waren aus mit PaBV-2 inokulier-
ten Eiern und ein Embryo aus der Mock-Inokulation. Bei 100 % der Embryonen aus
PaBV-2 inokulierten Eiern (funf von fiinf) konnte PaBV-RNA im Gehirn nachgewiesen
werden (siehe Tabelle 12). Alle anderen Organe und der Embryo der Mock-Kontrolle
waren negativ. Fur diese Gruppe wurde eine ein Konfidenzintervall von Cl: [54,9 %;
100 %] berechnet. Der hohe Ct-Wert von Embryo PCR_PaBV-2 05 CA wurde als

positiv bewertet, da die Kurvenauswertung der RT-PCR einen eindeutigen Anstieg

zeigte.

Nr. Gehirn Ct-Wert Organe Ct-Wert
PCR_PaBV-2 01 CA Ct31,16 -

PCR_PaBV-2 03 CA Ct 38,11 -

PCR_PaBV-2 05 CA Ct 36,94 -

PCR_PaBV-2 07 CA Ct 29,66 -

PCR_PaBV-2 09 CA Ct29,90 -

PCR_PaBV-2 11 CA Kontrolle - -

Tabelle 12: Nachweis von PaBV-RNA Versuch 2 Gruppe 4 Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-2
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -

4.3.2.3 Histologische Untersuchung von Versuch 2: Dottersack- und

Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

In Versuch 2 wurden jeweils zehn Embryonen fiir PaBV-4 Dottersackinokulation und
PaBV-4 Chorioallantoismembraninokulation in toto histologisch untersucht. Fur
PaBV-2 wurden jeweils fiinf Embryonen in toto fur die Dottersackinokulation und die
Chorioallantoismembraninfektion histologisch untersucht. Die Organschnitte waren
bei allen Embryonen dadurch sehr gut auswertbar. Die Strukturen konnten vollstan-
dig nachvollzogen werden. Wie in Versuch 1 wurden keine Hinweise auf
lymphoplamazelluléare Infiltrate oder eine Ganglioneuritis gefunden. Die altersbeding-
ten Veranderungen an den Organen lieRen sich wie in Versuch 1 nachvollziehen.
Das Herz wies bei allen Kiken immature Muskelfasern mit reichlich embryonalem
Bindegewebe auf, das Leitungssystem (Purkinjefasern) war nicht sicher differenzier-
bar. In der Niere zeigte sich eine physiologische extramedullare Hamatopoese bei
Ausschnitten mit GefédRRanschnitten (Gruppe 1: 2/10; Gruppe 2: 3/10, Gruppe 3: 0/5,

Gruppe 4: 1/5). Die Leber zeigte bei den Embryonen eine milde bis moderate
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Hepatolipidose (Gruppe 1: 4/10; Gruppe 2: 5/10, Gruppe 3: 2/5, Gruppe 4: 1/5), die
als Folge der beginnenden Dottersackresorption gedeutet werden kann. Zusatzlich
zeigten alle Leberschnitte, die BlutgefdRanschnitte und Blutzellen enthielten, eine
physiologische moderate bis deutliche extramedullare Hamatopoese (Gruppe 1:
1/10; Gruppe 2: 3/10, Gruppe 3: 0/5, Gruppe 4: 0/5). Die Drusen- und Muskelmagen

enthielten abgeschlucktes Material.

Abbildung 10: Juveniles GroBhirn (links) und Kleinhirn (rechts)
Links Embryo HE_PaBV-2 01: Keine Hinweise auf pathologische Veranderungen (HE-Farbung, 100er
VergroRerung, Versuch 2 Gruppe 3 Dottersackinokulation mit PaBV-2)

Rechts Embryo HE_CA 04: Keine Hinweise auf pathologische Veranderungen (HE-Farbung, 100er
VergroRerung, Versuch 2 Gruppe 2 Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4)

4.3.2.4 PaBV-Antigennachweis mittels Inmunhistochemie von Versuch 2: Dottersack-
und Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

Gruppe 1: PaBV-4 Inokulation in den Dottersack

In dieser Gruppe wurde PaBV-Phosphoprotein p24 bei neun von zehn untersuchten
Embryonen (90 %) im Gehirn nachgewiesen. Bei einem Embryo war der Antigen-
nachweis dabei schwach, bei einem weiteren negativ. Als bevorzugte Stellen erwie-
sen sich die zentralen Kerngebiete des Arbor vitae. Dariber hinaus zeigte sich eine
Préaferenz zu Zellen entlang des Ependyms der Ventrikel. Am Ependym entlang
konnte haufig eine positive Zellfarbung beobachtet werden, im GroRhirn ohne
Ventrikelanschnitt dagegen konnten nur vereinzelt positive Zellen gefunden werden.
Bei 80 % der Embryonen (acht von zehn) konnte eine positive Zellfarbung im GroR-
hirn gefunden werden. Die Organe wiesen keinerlei positive Reaktion auf. Fur die
Ergebnisse der Immunhistologie ergaben sich fiur das Kleinhirn eine
Konfidenzintervall von CIL[55,5 %; 99,7 %] und fur das GroRhirn ein
Konfidenzintervall von Cl:[44,4 %; 97,4 %)].
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Kleinhirn | GroBhirn

zentral zentral

DAB_DO 01
DAB_DO 02
DAB_DO 03
DAB_DO 04
DAB_DO 05
DAB_DO 06
DAB_DO 07
DAB_DO 08
DAB_DO 09
DAB_DO 10

Tabelle 13: Nachweis von PaBV-Antigen in Versuch 2 Gruppe 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
Legende: Positiv = +; Negativ = -

Abbildung 11: GroBhirn mit Ventrikelanschnitt Embryo DAB_DO 01 Versuch 2 Gruppe 1
Dottersackinokulation mit PaBV-4

Links: Positive DAB-Farbung 100er VergroRerung im Lichtmikroskop

Rechts: Positive DAB-Farbung entlang der Ependymzellen bei 400er Vergréferung im Lichtmikroskop

Abbildung 12: Kleinhirn Embryo DAB_DO 09 Versu
PaBV-4

Links: Wenig pos. DAB-Farbung (100er VergroRerung im Lichtmikroskop)

Rechts: Arbor vitae mit PaBV-Antigen in den Zellkernen bei 400er VergréRerung im Lichtmikroskop

ch 2 Gruppe 1 Dottersackinokulation mit

Um das Verteilungsmuster von PaBV-Antigen im Gehirn besser darstellen zu kénnen
wurden je Gehirn drei Lokalisationen untersucht. Untersucht wurden das Kleinhirn

zentral im Arbor vitae, das Grofshirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und ein Teil vom
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Gehirn mit Ventrikelanschnitt. Dabei wurden in der 200er Vergréf3erung im Lichtmik-
roskop die PaBV-Antigen-positiven Zellen ausgezéhlt. Es zeigte sich ein deutlich
haufigerer PaBV-Antigennachweis im Kleinhirn und in Gehirnarealen mit
Ventrikelanschnitt, als im GroRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt. Die detaillierten
Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt. Der Vergleich der Ergebnisse des Klein-
hirns mit dem Grof3hirn zentral ohne Ventrikelanschnitt ergab einen signifikanten Un-
terschied. Der kritische Wert von U bei p<0,05 (p=probability) wurde mit 23 angege-
ben. Der berechnete U-Wert lag bei 17,5 und ist mit p<0,05 statistisch signifikant. Der
daraus resultierende p-Wert der exakten Signifikanz war 0,01552 und war damit sig-
nifikant bei p<0,05. Im Gegensatz dazu konnte zwischen der Verteilung im Kleinhirn
und dem Gehirnabschnitt mit Ventrikelanschnitt kein Unterschied festgestellt werden.
Der berechnete U-Wert lag bei 47,5 bei einem kritischen Wert von U=23 bei p<0,05
mit einem p-Wert von 0,88076. Das Ergebnis ist somit nicht signifikant. Im Vergleich
der Verteilung von PaBV-Antigen zwischen Grofl3hirn zentral ohne Ventrikelanschnitt
und Gehirnareal mit Ventrikelabschnitt konnte ein signifikanter Unterschied festge-
stellt werden. Hier berechnete sich der U-Wert mit 16 (Kritischer U-Wert 23 bei

p<0,05). Dies ergab einen statistisch signifikanten p-Wert von 0,0114.

Kleinhirn zentral GroRhirn zentral Gehirn mit
ohne Ventrikelanschnitt
Ventrikelanschnitt
Gruppe 1 CaBV:Ag pos. Zellen (200er PaBV_—_Ag pos. Zellen (200er PaBV:Ag pos. Zellen (200er
ergréRerung) VergréRerung) VergréfRerung)
DAB_DO 01 22 2 26
DAB_DO 02 20 4 20
DAB_DO 03 15 1 28
DAB_DO 04 38 22 46
DAB_DO 05 20 1 27
DAB_DO 06 10 5 4
DAB_DO 07 13 0 8
DAB_DO 08 25 2 12
DAB_DO 09 3 1 5
DAB_DO 10 0 0 0

Tabelle 14: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 1 Dottersackinokulation mit PaBV-4
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Abbildung 13: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 1 Dottersackinokulation mit
PaBV-4

Deutlich mehr PaBV-Antigen Nachweis in Kleinhirn zentral und Gehirnareal mit Ventrikelanschnitt als in Grofhirn
zentral ohne Ventrikelanschnitt.

Gruppe 2: PaBV-4 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Bei zehn von zehn untersuchten Embryonen konnte im Kleinhirn und bei sechs von
zehn im GroBhirn PaBV-Antigen nachgewiesen werden. Die Verteilung stellte sich
dhnlich zur Gruppe mit der Dottersackinokulation dar. Die Organe wiesen keinerlei
positive Reaktion auf. Die relative Haufigkeit lag bei 100 % im Kleinhirn (zehn von
zehn) und 60 % (sechs von zehn) im GroBhirn. Die Konfidenzintervalle fur diese
Gruppe lagen im Kleinhirn bei Cl: [74,1 %, 100 %] und im GroRhirn bei CI: [26,2 %;
87,8 %].

Nr. Kleinhirn | GroBhirn Driisen- | Muskel-

magen magen
DAB_CA 01

DAB_CA 02
DAB_CA 03
DAB_CA 04
DAB_CA 05
DAB_CA 06
DAB_CA 07
DAB_CA 08
DAB_CA 09
DAB_CA 10

Tabelle 15: Nachweis von PaBV-Antigen in Versuch 2 Gruppe 2 Chorioallantoismembraninokulation mit
PaBV-4
Legende: Positiv = +, Negativ = -
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Abbildung 14: Kleinhirn Embryo DAB_CA 01 Versuch 2 Gruppe 2
Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4

Links: Positive DAB-Farbung im Arbor vitae bei 100er VergroRerung
Rechts: DAB-Farbung im Zellkern und Perikariar bei 400er Vergroerung

Abbildung 15: GroBhirn Embryo DAB_CA 01 Versuch 2 Gruppe 2
Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4

Links: Grof3hirn mit Ventrikelanschnitt 100er VergréfRerung. PaBV-Antigen entlang des Ependyms des
Ventrikels und zentral im GroRhirn.

Rechts: GroBhirn 200er Vergrofierung. PaBV-Antigen Nachweis im Zellkern und Perikariar.

Bei der Darstellung der PaBV-Antigenverteilung im Gehirn zeigte sich das oben be-
schriebene Verteilungsmuster (siehe Tabelle 16). Die Berechnung zum Vergleich
Kleinhirn und GroRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt ergaben signifikante Unter-
schiede. Der kritische Wert von U bei p<0,05 wurde mit 23 angegeben. Der berech-
nete U-Wert lag bei 2 und ist statistisch signifikant der und der daraus resultierende
p-Wert der exakten Signifikanz 0,00034. Wie in Gruppe 1 konnte zwischen der Ver-
teilung im Kleinhirn und dem Gehirnabschnitt mit Ventrikelanschnitt auch in Gruppe 2
kein Unterschied festgestellt werden. Der berechnete U-Wert lag bei 44,5 bei einem
kritischen Wert von U=23 bei p<0,05 mit einem p-Wert von 0,70394. Das Ergebnis ist
somit nicht signifikant. Im Vergleich der Verteilung von PaBV-Antigen zwischen
GroRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und Gehirnareal mit Ventrikelabschnitt
konnte wie in Gruppe 1 ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Hier be-
rechnete sich der U-Wert mit 8,5 (Kritischer U-Wert 23 bei p<0,05). Dies ergab einen
statistisch signifikanten p-Wert von 0,00194.
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Kleinhirn GroBhirn zentral Gehirn mit
zentral ohne Ventrikelanschnitt
Ventrikelanschnitt

Grupp e 2 PaBV-Ag pos. Zellen PaBV-Ag pos. Zellen PaBV:Ag pos. Zellen (200er
(200er VergroRerung) (200er VergroRerung) VergréRerung)

DAB_CA 01 75 5 15

DAB_CA 02 7 0 14

DAB_CA 03 3 1 5

DAB_CA 04 15 2 11

DAB_CA 05 15 0 20

DAB_CA 06 16 0 27

DAB_CA 07 12 0 10

DAB_CA 08 8 0 0

DAB_CA 09 18 6 29

DAB_CA 10 23 0 8

Tabelle 16: PaBV-Antigenverteilung in Versuch 2 Gruppe 2 Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-

4

Abbildung 16: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn Versuch 2 Gruppe 2
Deutlich mehr PaBV-Antigen in Kleinhirn zentral und Gehirnareal mit Ventrikelanschnitt als in GroRhirn zentral
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Gruppe 3: PaBV-2 Inokulation in den Dottersack

Bei 100 % der untersuchten Embryonen (finf von finf) konnte im Gehirn Antigen
nachgewiesen werden. Die Organe wiesen keinerlei positive Reaktion auf. Die
Konfidenzintervalle lagen fur das Kleinhirn bei Cl: [54,9 %; 100 %] und fur das Grof3-

hirn bei Cl: [54,9 %; 100 %].
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Nr. Kleinhirn | GroBhirn | Herz Leber Driisen- | Muskel- | Nijere

magen magen
DAB_PaBV-2 02D o

DAB_PaBV-2 04D

DAB_PaBV-2 06D

DAB_PaBV-2 08D

o I I s
+| +| +| +
\
|
\
\

DAB_PaBV-2 10D + B - = 8 B

Tabelle 17: Nachweis von PaBV-Antigen in Versuch 2 Gruppe 3 Dottersackinokulation mit PaBV-2
Legende: Positiv= +; Negativ = -

Der Vergleich zur Antigenverteilung in den unterschiedlichen Gehirnarealen wurde
wie fur Gruppe 1 und 2 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18
aufgefiihrt. Die statistische Berechnung ergab fiir den Vergleich der PaBV-
Antigenverteilung im Kleinhirn und GroBhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt einen
statistisch signifikanten Unterschied von U=1, bei einem kritischen U-Wert von 2 bei
p<0,05. Der p-Wert wurde mit p=0,02144 berechnet. Auch in dieser Gruppe konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen Kleinhirn und Gehirnareal mit
Ventrikelanschnitt festgestellt werden (U=7, krit.U-Wert=2, p=0,29834 bei p<0,05).
Anders als in den Gruppen zuvor konnte fir den Vergleich der PaBV-
Antigenverteilung im GrofRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und in Gehirnarealen
mit Ventrikelanschnitt in Gruppe 3 kein signifikanter Unterschied berechnet werden.
Hier ergab sich ein U-Wert von 5,5 (krit. U-Wert=2) und ein p-Wert von 0,17384.

Kleinhirn GroRhirn zentral Gehirn mit
zentral ohne Ventrikelanschnitt
Ventrikelanschnitt
Gr 3 PaBV-Ag pos. Zellen PaBV-Ag pos. Zellen PaBV-Ag pos. Zellen (200er
uppe (200er VergréRerung) (200er VergroRerung) VergréRerung)
DAB_PaBV-2 02D 30 9 50
DAB_PaBV-2 04D 75 5 15
DAB_PaBV-2 06D 20 0 5
DAB_PaBV-2 08D 8 0 4
DAB_PaBV-2 10D 64 7 38

Tabelle 18: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 3 Dottersackinokulation mit PaBV-2
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Abbildung 17: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 3 Dottersackinokulation mit
PaBV-2

Deutlich mehr PaBV-Antigennachweis in Kleinhirn zentral und Gehirnareal mit Ventrikelanschnitt als in GroRhirn
zentral ohne Ventrikelanschnitt.

Gruppe 4: PaBV-2 Inokulation auf die Chorioallantoismembran

Auch hier konnte bei 100 % der untersuchten Embryonen PaBV-Antigen im Gehirn
nachgewiesen werden. Die Organe blieben wie auch schon in den Versuchen zuvor
negativ. Fir das Kleinhirn wurde die relative Haufigkeit mit 80 % (vier von fuinf) und
im GroRhirn mit 100 % (funf von funf) errechnet. Die Konfidenzintervalle lagen bei Cl:
[28,3%; 99,5%] im Kleinhirn und bei CI: [54,9 %; 100 %] im GroRhirn.

Nr. Kleinhirn | GroBhirn | Herz Leber Driisen- | Muskel- | Niere

DAB_PaBV-2 01C

DAB_PaBV-2 03C

DAB_PaBV-2 05C

DAB_PaBV-2 07C o = o o o

DAB_PaBV-2 09C - - o o o

Tabelle 19: Nachweis von PaBV-Antigen in Versuch 2 Gruppe 4 Chorioallantoismembraninokulation mit
E:gB:r;?ie: Positiv = +; Negativ = -

Der Vergleich zur PaBV-Antigenverteilung in den drei Gehirnabschnitten Kleinhirn
zentral, GroRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und Gehirnareal mit
Ventrikelanschnitt wurde wie fur die oben beschriebenen Gruppen durchgefiihrt. Die
Berechnung des Vergleichs Kleinhirn mit GroBhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt

erbrachte keine mathematisch darstellbaren signifikanten Unterschiede (U=5,
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krit.U=2, p=0,1443 bei p<0,05). Fur den Vergleich Kleinhirn und Gehirnareal mit
Ventrikelabschnitt ergab sich ebenso kein signifikanter Unterschied (U=12, krit.U=2,
p=1 bei p<0,05). Fur den Vergleich Grol3hirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und Ge-
hirnareal mit Ventrikelanschnitt ergab sich hingegen ein signifikanter Unterschied mit
U=0 bei einem kritischen U-Wert von 2. Daraus ergibt sich ein p-Wert von 0,01208
der bei einem p<0,05 signifikant ist.

Kleinhirn
zentral

GroBhirn zentral
ohne
Ventrikelanschnitt

Gehirn mit
Ventrikelanschnitt

PaBV-Ag pos. Zellen

G"'Ippe 4 (200er VergroRerung) (Z%%Zﬁefﬁéﬂﬁg) \F/’:E;\n{t-iggrzﬁ:)ze"en (@00er
DAB_PaBV-2 01C 98 1 20
DAB_PaBV-2 03C 34 7 22
DAB_PaBV-2 05C 33 10 32
DAB_PaBV-2 07C 0 1 35
DAB_PaBV-2 09C 12 8 25

Tabelle 20: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 4
Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-2
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Abbildung 18: PaBV-Antigenverteilung im Gehirn bei Versuch 2 Gruppe 4

Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-2
Deutlich mehr PaBV-Antigen in Kleinhirn zentral und Gehirnareal mit Ventrikelanschnitt, als in GroRhirn zentral
ohne Ventrikelanschnitt.

Vergleich der Gruppen 1, 2, 3 und 4

Die Auswertung der Ergebnisse zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen
PaBV-4 und PaBV-2 (Kleinhirn: U=62, krit. U=55, p=0,09894 bei p<0,05; GroBhirn
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zentral ohne Ventrikelanschnitt: U=60, krit. U=55, p=0,08186 bei p<0,05; Gehirnareal
mit Ventrikelanschnitt: U=64, krit. U=55, p=0,11876 bei p<0,05 ). Obwohl in Gruppe 3
der Vergleich GroBhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt und Gehirnareal mit
Ventrikelanschnitt und in Gruppe 4 der Vergleich Kleinhirn und Gehirnareal mit
Ventrikelanschnitt keine signifikanten Unterschiede erbrachten, zeigte ein Vergleich
der Gesamtzahlen aus allen vier Gruppen deutliche Ergebnisse. Vergleicht man die
Zahlen der PaBV-Antigennachweise aus allen Gruppen im Kleinhirn mit dem GroR-
hirn zentral ohne Ventrikelanschnitt, ergibt sich ein U-Wert von 97. Der z-Wert be-
rechnet sich mit 5,21151. Daraus ergibt sich ein p-Wert der asymptotischen Signifi-
kanz von 0,0, welcher bei einem p<0,05 statistisch signifikant ist. Ebenso lasst sich
der Unterschied in der PaBV-Antigenverteilung zwischen GroRhirn zentral ohne
Ventrikelanschnitt und Gehirn mit Ventrikelanschnitt in den Gesamtzahmen aller
Gruppen signifikant darstellen. Der berechnete U-Wert liegt hier fur die Werte aller
Gruppen bei 113,5. Mit einem z= -4,96757 ist auch hier der p-Wert bei 0,0 und damit
statistisch  signifikant. Nur im Vergleich von Kleinhirn und Gehirn mit
Ventrikelanschnitt 1&sst sich kein signifikanter Unterschied aufzeigen (U=423,5, z=
0,3844, p=0,70394 bei p<0,05).

- 40
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sentral 35 m Kleinhirn
35 zentral
30
30
25 B ‘ 25
= GroBhirn 20 B ——  ®mGroRhirn
20 I
zentral ohne zentral ohne
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Abbildung 19: Mittelwerte (links) und Standardabweichung (rechts) der PaBV-Antigenverteilung im Ver-
gleich der Gruppen 1, 2, 3 und 4 aus Versuch 2
Eindeutige Mehrverteilung von PaBV-Antigen in Kleinhirn zentral und Gehirnareal mit Vetrikelanschnitt.

[70]



ERGEBNISSE

4.3.2.5 Vergleich der Haufigkeiten des PaBV-Nachweises aus RT-PCR und
Immunhistochemie mittels zweifaktorieller exakter logistischer Regression

Far die Gruppen aus Versuch 2 der Dottersack- und
Chorioallantoismembraninokulation im Vergleich von PaBV-4 mit PaBV-2 wurde ein
Vergleich der Haufigkeiten eines PaBV-Nachweises mittels zweifaktorieller exakter
logistischer Regression erstellt. Hierfir wurden die unterschiedlichen Infektionsrouten
und die zwei Virusvarianten PaBV-4 und PaBV-2 miteinander verglichen. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede fir den Virusnachweis beziiglich des Infektionsorts
und der Virusvarianten nachgewiesen werden. Fir die Untersuchung mit der RT-
PCR ergaben sich fur den Vergleich der Virusvarianten ein p-Wert (p=probability) von
1,0 und fir den Unterschied in der Infektionsroute p=0,6053. Fir die
Immunhistochemie lieR® sich fur die beiden Virusvarianten ein p=1,0 berechnen. Auch
der Vergleich der Infektionsrouten ergab einen p-Wert von 1,0. Nach diesen Berech-
nungen ergaben sich fur Versuch 2 p-Werte Uber dem statistisch signifikanten Wert

von 0,5 und sind damit als nicht signifikant anzusehen.

4.3.2.6 Féarbung zur Zellidentifikation von Versuch 2: Dottersack- und

Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

Durch keines der angewandten Farbeprotokolle (Neuronal Nuclei (NeuN) ABC (Neu-
ronen-Marker), Rabbit anti GFAP PAP (Gliazellmarker), Kaninchen anti S-100 PAP
(Gliazellmarker)) konnten die PaBV-Antigen-positiven Zellen im embryonalen Gehirn
der Nymphensittiche bestimmt werden. Die Marker konnten den zu detektierenden
Zelltyp im juvenilen Gehirn nicht nachweisen. Bei den Kontrollschnitten von adulten

Nymphensittichen detektierten die Marker hingegen die Zielzellen.

4.3.2.7 Virus-Isolierung von Versuch 2: Dottersack- und
Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4 und PaBV-2

Gruppenubergreifend konnte bei keinem Embryo nach drei Passagen auf den CEC-
32-Zellen Virus isoliert werden. Auch auf den NEB- und NEF- Zellen, die nicht pas-

sagiert wurden, konnte kein PaBV-Nachweis erfolgen.
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4.3.3 Untersuchung von Eiern natiirlich PaBV-Infizierter Pyrrhura spp.
4.3.3.1 PaBV-RNA Nachweis im Dotter und Eiklar der Pyrrhura-Eier

In der Pyrrhura-Gruppe wurde bei elf Eiern Dotter und Eiklar auf PaBV-RNA unter-
sucht. Keine der untersuchten Proben enthielt PaBV-RNA.

Nr. Dotter Ct-Wert Eiklar Ct-Wert

P01

P02

P03

P 04

P 05

P 06

P07

P08

P 09

P10

P11

Tabelle 21: Nachweis von PaBV-RNA in den Eiern der natiirlich PaBV-infizierten Pyrrhura spp.
Legende: Positiv = Ct-Wert; Negativ = -
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5 DISKUSSION

t*> vom Aussterben

Viele Papageienarten sind nach der Listung der IUCN Red Lis
bedroht. Gerade in Erhaltungszuchten bedrohter Arten stellt die durch aviare
Bornaviren ausgeldste, oft tddlich verlaufende Erkrankung mit gastrointestinalen und
neurologischen Symptomen eine grofe Bedrohung fir die bereits gefahrdeten Arten
dar. Da der natiirliche Ubertragungsweg noch nicht eindeutig geklart werden konnte,
sind ProphylaxemalRnahmen zu Vermeidung einer Ubertragung des avidren
Bornavirus‘ sehr schwierig. Fur das mammalian 1 bornavirus hingegen ist in der Lite-

ratur der Ubertragungsweg fiir einige Tierarten beschrieben.

Fir das Virus der Bornaschen Krankheit der Sdugetiere ist 2006 die Feldspitzmaus
(Crocidura leucodon) als Virusreservoir nachgewiesen worden (Hilbe et al., 2006).
Die Feldspitzmaus ist persistent infiziert, jedoch klinisch unaufféllig. Dieser erste
Nachweis in einem endemischen Gebiet in der Schweiz (Hilbe et al., 2006) konnte in
Untersuchungen von Feldspitzmausen fir zwei endemische Gebiete in Deutschland
bestatigt werden (Bourg et al., 2013; Durrwald et al., 2014). Die Virussequenzen der
Spitzméause aus den entsprechenden Gebieten stimmen mit den Sequenz-Clustern,
die fur die entsprechenden Regionen ermittelt waren, Uberein (Kolodziejek et al.,
2005). In den Feldspitzmausen, die persistent infiziert waren, konnte mittels
Immunhistochemie BoDV-Antigen und mittels RT-PCR BoDV-RNA im Gehirn, Ri-
ckenmark, peripheren Nerven, samtlichen Organen und besonders in den Drisenor-
ganen nachgewiesen werden. Uber die sekretorischen Zellen der Driisen, besonders
die der Flankendrise, wurde infektidses BDV ausgeschieden (Nobach et al., 2015).
Wie sich die BoDV-Infektion in der Population der Feldspitzmause hélt, ob durch ver-
tikale oder horizontale Ubertragung, ist noch nicht geklart. Samtliche S&ugetierspezi-
es, die sich auf natirliche Weise (ber die Ausscheidungen der Feldspitzmause durch
infektiosen Staub anstecken, werden als Fehlwirte angesehen (Nobach et al., 2015).
Darauf weisen auch die Untersuchungen bei an BD erkrankten Pferden hin. Bisher
konnte weder eine horizontale (Donner, 1998) noch eine vertikale (Werner, 2000)
Ubertragung durch an BD erkrankte Pferde nachgewiesen werden. Bei einer
apparent an BD erkrankten Stute wurde das Fohlen durch Schnittentbindung entwi-
ckelt. Da es nicht lebensfahig war, konnte das Fohlen mit allen zur Verfigung ste-

henden virologischen und immunhistologischen Methoden (Virus-Isolierung, Anti-

4 www.iucnredlist.org
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gennachweis durch Western-Blot, Immunhistologie und RNA-Nachweis durch RT-
PCR) und serologische Methoden (IIFT) untersucht werden. Es konnte weder infekti-
6ses Virus noch Antigen, noch BoDV-RNA und Antikdrper in Serum und Liquor
nachgewiesen werden. Dagegen waren bei der Stute mit den entsprechenden Me-
thoden infektioses Virus, BoDV-Antigen, BoDV-RNA und BoDV-Antikdrper in Serum
und Liquor nachweisbar. AulRerdem war das Fohlen einer an BD erkrankten Stute,
das ebenfalls durch Schnittentbindung entwickelt wurde, tber Jahre hinweg unauffal-
lig. Es konnten bis zum Alter von acht Jahren keine BoDV-spezifischen Antikérper im
Serum dieses Tieres bestimmt werden (Werner, 2000). Die Verdéffentlichung zur ver-
tikalen Ubertragung von BoDV bei einer an BD erkrankten Stute aus Japan
(Hagiwara et al., 2000) sollte kritisch gelesen werden. Es konnte bei der Stute und
dem Fohlen BoDV-RNA nachgewiesen werden, deren Sequenzen identisch waren.
Diese Sequenzen stimmen Uberein mit der Sequenz aus einem geographischen
Cluster in Deutschland. Es ist bekannt, dass die Sequenzen aus den einzelnen geo-
graphischen Clustern unverwechselbar sind, unabhangig von Jahr oder von der Spe-
zies der Virusisolierung (Kolodziejek et al., 2005). Da der natiirliche Ubertragungs-
weg von PaBV bisher nicht bewiesen werden konnte, ist nicht klar, ob die Papageien
zu den Fehlwirten oder dem Virusreservoir gehéren. Bei Beobachtung von Papagei-
enbestdnden wurde beschrieben, dass sich PaBV-freie Tiere nach Kontakt mit PaBV-
positiven Tieren infizieren und auch erkranken (Heffels-Redmann et al., 2012). Unter
Versuchsbedingungen hingegen scheint Kontakt alleine fiir eine Ubertragung nicht
auszureichen. Nach der experimentellen Infektion mit PaBV-2 und PaBV-4 an
Nyphensittichen konnte bei den zugesetzten Sentineltieren keine Infektion nachge-
wiesen werden (Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al., 2012). Gleiche Be-
obachtungen machte auch eine weitere Arbeitsgruppe nach experimenteller Infektion
mit PaBV-4 im Nymphensittich (Rubbenstroth et al., 2014a). Somit stellt sich die Fra-
ge, ob sich die Tiere in den beobachteten Bestanden, dhnlich den Pferden, an der-
selben Quelle infiziert hatten und es zu keiner horizontalen Ubertragung zwischen
Papageien kommt. Dies wirde bedeuten, dass das eigentliche Virusreservoir fir
PaBV noch nicht entdeckt wurde. Mdglicherweise sind auch die unterschiedlichen
Virusvarianten eine Erklarung fir Papageien, welche PaBV Uber Jahre hinweg ohne
Krankheitssymptome in sich tragen (Heffels-Redmann et al., 2012). Papageien kénn-

ten somit Reservoir und Fehlwirt sein, wenn eine Art fir eine bestimmte Virusvariante
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Fehlwirt ist, fir einen anderen hingegen Reservoir. Da das PaBV sich im Reservoir

halten muss, erscheint hier auch eine vertikale Ubertragung méglich.

Die vertikale Ubertragung von avidren Bornaviren wird in der Literatur immer wieder
diskutiert. Ein sicherer Beweis konnte bislang nicht erbracht werden. Verschiedene
Forschungsgruppen konnten virusspezifische RNA in Eiern und Embryonen von infi-
zierten Elterntieren nachweisen. Die Anzucht von infektiésem Virus aus dem Embryo
verlief bisher erfolglos (Kerski et al., 2012; Lierz et al., 2011; Monaco et al., 2012;
Rubbenstroth et al., 2013). Beobachtungen von Bestdnden mit natirlich infizierten
Papageien zeigen, dass bei Handaufzucht ein Nachweis von PaBV mittels RT-PCR
und Serologie im Kiiken nicht positiv ausfallen muss (Wst et al., 2015). Ob diese
Kuken wirklich nicht infiziert sind, oder auf Grund einer Infektion vor Ausbildung des
Immunsystems PaBV nicht ausscheiden und keine Antikérperreaktion gegen PaBV
zeigen, konnte nicht geklart werden, da die Tiere lebend beprobt wurden und somit
keine Untersuchung von Gehirnmaterial mittels PaBV-RNA, PaBV-Antigen und Virus-
Isolierung méglich war. Um die Méglichkeit einer vertikalen Ubertragung beim
Nymphensittich mit PaBV-4 und PaBV-2 zu untersuchen, wurden die beiden Virusva-
rianten auf embyonalen Nymphensittichzellkulturen (NEB- und NEF-Zellen) gegeben.
Somit konnte in vitro sichergestellt werden, dass die beiden Virusvarianten tberhaupt
embryonale Nymphensittichzellen infizieren kénnen. Anschlielend wurde PaBV di-
rekt in embryonierte Eier inokuliert. Unter der Annahme, dass PaBV auf natirlichem
Wege ins Ei gelange, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine
Infektion der Embryonen mdoglich ist. In dieser Arbeit wurden die Eier von
Nymphensittichen mit PaBV-2 und PaBV-4 inokuliert und die Embryonen vor Schlupf
untersucht. Der Nachweis einer validen Infektion sollte mittels RT-PCR, Antigen-

nachweis und Virus-Isolierung erfolgen.

5.1 In vitro Inokulation von PaBV auf embryonalen Nymphensittich Zellkultu-

ren

Fir die Uberprifung der Infizierbarkeit von embryonalen Nymphensittichzellen wur-
den Zellkulturen aus Gehirnmaterial (NEB) und Fibroblasten (NEF) von zehn Tage
alten Nymphensittichembryonen angelegt. Diese wurden anschlieffend mit den Vi-
rusvarianten PaBV-4 und PaBV-2 infiziert. Der Titer von PaBV-4, der auf den NEB-
Zellen ermittelt wurde, entsprach dem Titer auf den CEC-32-Zellen: 5x10° TCIDso/
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ml. Auch PaBV-2 konnte problemlos auf den embryonalen Nymphensittich-
Gehirnzellen (NEB) angeziichtet werden. Auch hier stimmte der Titer mit 5x10°
TCIDsg/ ml mit dem Titer auf den CEC-32-Zellen berein. Die sehr gute Wachstums-
eigenschaft von PaBV-2 verhalt sich auf den NEB-Zellen dagegen anders als auf den
CEC-32-Zellen. Eine Untersuchung zeigte, dass nach sechs Passagen der CEC-32-
Zellen nur circa 70 % der Zellen infiziert waren. Dieses Ergebnis konnte auch durch
weitere Passagen nicht verbessert werden (Piepenbring, 2017). Auch andere Auto-
ren berichten von deutlich langsamerem Wachstum von PaBV-2 auf CEC-32-Zellen
(Rinder et al., 2009). Die CEC-32-Zellen stammen von Wachteln. Dass unterschiedli-
che Virusvarianten auch unterschiedliche Wachstumseigenschaften in unterschiedli-
chen Zellkulturen zeigen, ist bereits gut beschrieben. Auf Sdugerzelllinien lasst sich
PaBV beispielsweise nicht erfolgreich vermehren (Rinder et al., 2009). Die oben be-
schriebene Wachtelfibroblastenzelllinie CEC-32 eignet sich besonders bei PaBV
(Rinder et al., 2009; Rubbenstroth et al., 2012), wohingegen bei Sperlingsvogel be-
schriebene Bornaviren gut auf der Wachtel-Skelettmuskel-Zelllinie QM-7 anzuchtbar
sind (Rubbenstroth et al., 2013; Rubbenstroth et al., 2014c). Das waterbird 1
bornavirus lasst sich auch gut auf Entenfibroblasten (duck fibroblasts, DEFs)
anzlchten (Guo et al., 2014; Payne et al., 2011a). Dass das PaBV-2 in dieser Arbeit
auf den embryonalen Nymphensittichzellen (NEB) uneingeschrankt gut wachst, zeigt,
dass das PaBV-2 eine deutliche Speziesspezifitdt zeigt. Darliber hinaus stammt das
Isolat Ps39, mit denen die Zellen infiziert wurden, von einem Nymphensittich (siehe
3.1.1.1). Somit scheint die hier verwendete Virusvariante PaBV-2 bereits gut adap-
tiert an den Nymphensittich. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig
den Unterschied im Wachstum einer bereits beschriebenen Virusvariante auf Zellen
der urspriinglichen Spezies. Dass sich die Wachstumseigenschaften von PaBV-2
aus einem Nymphensittich auf NEB-Zellen so deutlich von denen auf CEC-32-
Wachtelzellen unterscheiden, spricht fir eine deutliche Adaption des verwendeten
PaBV-2 an den Nymphensittich. Auf den embryonalen
Nymphensittichfibroblatenzellen (NEF) konnten die verwendeten Virusvarianten hin-
gegen nicht angeziichtet werden. Dies spricht zusétzlich fur einen ausgepragten Zell-
tropismus zu Zellen des zentralen Nervensystems, dhnlich des Neurotropismus bei
BoDV (Carbone et al., 1987; Carbone et al., 1989; Herden et al., 2000; Herden et al.,
2005; Narayan et al., 1983a, b). Dartber hinaus wurden ungewdéhnliche Zellen in den

Zellkulturen der NEB und NEF gefunden. Diese Zellen waren bevorzugt infiziert und
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zeigten einen dichteren Plasmasaum um die Zellkerne und ein blasses, dunnes
Zytoplama mit langen Auslaufern. Darliber hinaus hatten sie einen bis mehrere Zell-
kerne. Zum Vergleich wurden zusétzlich Zellen von embryonalen Huhnergehirnen
angesetzt. Dort konnte sich dieser Zelltyp jedoch nicht finden. Dies ldsst vermuten,
dass bei der Infektion von embryonalen Nymphensittichzellen mit PaBV noch weitere
Faktoren eine Rolle spielen kénnten. Die mikroskopische Untersuchung dieser Zellen
|8sst vermuten, dass es sich um noch nicht genau differenzierte Zelltypen handelt.
Dies kdnnte nun bedeuten, dass das PaBV gezielt diese undifferenzierten Zellen infi-
ziert um spater, wenn die Zellen differenziert sind, vom Kd&rper nicht als fremd ange-
sehen zu werden. Auf diese Weise kdnnten, wie bereits von einigen Autoren vermu-
tet, symptomfreie Tréger entstehen (Monaco et al., 2012a). Eine andere Theorie
kénnte sein, dass die gefundenen Zellen bereits so weit differenziert sind, dass sie
von PaBV bereits als Zielzelle erkannt werden. Hierfir mussten weitere Untersu-

chungen zu Spezifizierung dieser Zellen durchgefihrt werden.
5.2 Invivo Inokulation von PaBV in Nymphensitticheiern

Fir den Nachweis einer vertikalen Ubertragungsméglichkeit wurden im ersten Ver-
such 34 Eier von Nymphensitticheltern, die in der RT-PCR und im IIFT PaBV-negativ
getestet waren, untersucht. Es wurden 32 Eier mit PaBV-4 in den Dottersack inoku-
liert, zwei Eier wurden als Mock-Kontrollen mit Zellkulturhomogenat inokuliert. Die
Inokulation erfolgte am dritten bis flinften Tag der Bebritung. AnschlieRend wurden
die Eier noch mindestens elf Tage inkubiert. Alle Embryonen wurden an Tag 17 der
Brutdauer untersucht. Jedem Embryo wurden Gehirn, Herz, Leber, Drisen- und
Muskelmagen sowie die Niere entnommen, mit einer sterilen Klinge zerteilt und auf
die  Untersuchungsmethoden  RT-PCR, Virus-Isolierung  Histologie  und
Immunhistochemie verteilt. Aus dem Organmaterial, welches fiir die histologische
Untersuchung bestimmt war, wurden auch die Schnitte fir die Immunhistochemie
hergestellt. Bei 9/32 Embryonen konnte der Nachweis von PaBV-RNA erbracht wer-
den. Bei 26/32 Embryonen wurde PaBV-Antigen im Gehirn nachgewiesen, davon
waren 21 Nachweise im Kleinhirn und zwélf im GroBhirn. Eine Ubereinstimmung der
Ergebnisse aus Immunhistologie und RT-PCR konnte bei acht der neun PaBV-RT-
PCR positiv getesteten ermittelt werden. Allerdings konnte bei Embryo EI 05, welcher
einen PaBV-RNA Nachweis hatte, keine immunhistochemische Auswertung des Ge-

hirns erfolgen, da sich im Anschnitt kein Gehirnmaterial fand. Bei Embryo EI 29 (Ct-
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37,36) war der PaBV-Antigennachweis im GroRhirn negativ, das Kleinhirn konnte
nicht untersucht werden. Durch die Aufteilung der Organe, die bei Embryonen zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung noch sehr klein waren, konnte nicht sichergestellt
werden, dass fur alle Untersuchungsmethoden ausreichend Gewebe vorhanden war.
Somit zeigte sich bei zwei PaBV-RT-PCR positiven Embryonen, dass fir den Nach-
weis von PaBV- Antigen kein Gehirn im Anschnitt zu finden war. AuRerdem zeigte
sich, dass der PaBV-Antigennachweis bei 21/32 Embryonen im Kleinhirn gelang,
aber nur bei 12/32 Embryonen im GroRhirn. Da bei diesem Versuch nicht darauf ge-
achtet wurde, dass gleiche Anteile von GroRhirn und Kleinhirn auf alle Methoden ver-
teilt wurden, kann die deutlich geringere Nachweisrate von PaBV-RNA im Gehirn in
der RT-PCR damit erklart werden. Daher wurde Versuch 2 durchgefiihrt. In Versuch
2 wurde auf Grund der Probleme mit der Organgrof3e und der daraus resultierenden
Ungenauigkeit der Untersuchungsergebnisse jeweils ein ganzer Embryo den einzel-
nen Untersuchungsmethoden zugeordnet. Darliber hinaus wurden unterschiedliche
Inokulationsrouten und Virusvarianten verglichen. Die Untersuchung des ganzen
Embryos zeigte, dass nach Infektion mit PaBV-4 in den Dottersack bei acht von zehn
der Nachweis von PaBV-RNA im Gehirn mdéglich war. Nach Applikation auf die
Chorioallantoismembran mit PaBV-4 gelang der PaBV-RNA-Nachweis ebenso bei
acht von zehn Embryonen im Gehirnmaterial. Bei PaBV-2 gelang der PaBV-RNA-
Nachweis im Gehirn nach Dottersackinokulation zu 80 % und nach Applikation auf
die Chorioallantoismembran zu 100 %. Auch beim PaBV-Antigennachweis zeigte
sich in den Ergebnissen, dass die Sicherheit der Nachweisbarkeit deutlich mit der
Menge des Organmaterials zusammenhing. So konnte bei allen untersuchten Emb-
ryonen auller einem (Embryo DAB_DO 10) PaBV-Antigen entweder im Kleinhirn
oder im GroRhirn oder in beiden Gehirnarealen nachgewiesen werden. Dabei zeigte
sich bei den unterschiedlichen Inokulationsrouten kein statistisch signifikanter Unter-
schied. Insgesamt konnte in Versuch 2 bei 28/30 Embryonen PaBV-Antigen im
Kleinhirn und bei 24/30 Embryonen im Grof3hirn nachgewiesen werden. Damit liegt
der Nachweis von PaBV deutlich héher als in Versuch 1, was durch die Auswertung
von mehr Organmaterial der ganzen Embryonen zu erkldren ist. Diese Versuche zei-
gen deutlich, dass fiir den Nachweis von PaBV eine gewisse Menge an Probenmate-
rial vorhanden sein muss, um mit den beschriebenen Untersuchungsmethoden den
sicheren Nachweis zu erbringen. Diese Ungenauigkeit in den Nachweismethoden

kann sich auf das verwendete Probenmaterial und die Sensitivitdt der einzelnen
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Nachweismethoden zurtickfiihren lassen. Aus diesem Grund ist die Kombination von

unterschiedlichen Nachweismethoden zu empfehlen.
5.2.1 Eignung der Nymphensittiche

Mit der Wahl, die Eier von Nymphensittichen fir die Versuche einzusetzen, wurde
erstmalig ein Modell fir eine vertikale Ubertragung bei Psittaziden verwendet. Inner-
halb der Psittaziden wurde der Nymphensittich als Spender der Eier ausgewahlt, da
er sich durch mehrfache Gelege auszeichnet. Darlber hinaus lasst er sich einfach in
Gruppen halten und I&sst sich bei ausreichender Nistmdglichkeit nicht durch die An-
wesenheit anderer Paare beeinflussen. In seiner Haltung ist der Nymphensittich recht
anspruchslos und legt bei ausreichenden Ressourcen fast das ganze Jahr Gber Eier
(Lantermann, 1999). Die Empfanglichkeit gegeniiber PaBV konnte sowohl nattrlich
als auch durch Infektionsversuche nachgewiesen werden (Piepenbring et al., 2016;
Piepenbring et al., 2012; Rubbenstroth et al., 2014a). In Gielen wurde bereits ein
reproduzierbares Infektionsmodell, mit den Virusvarianten die auch fir diese Arbeit
verwendet wurden, am Nymphensittich etabliert (Piepenbring et al., 2016;
Piepenbring et al., 2012). Somit kann auch eine Vergleichbarkeit der Empfanglichkeit
fur die verwendeten Virusvarianten hergestellt werden. Dartber hinaus zeigte der in
vitro Versuch durch die erfolgreiche Anzucht von PaBV auf embryonalen
Nymphensittichgehirnzellen (NEB), dass Nymphensittichembryonen empfanglich fir
PaBV sind. Somit eignet sich der Nymphensittich und seine Embryonen als Modell-
tier zur Untersuchung einer méglichen vertikalen Ubertragung. Die Nymphensittiche,
deren Eier fur die Versuche verwendet wurden, stammen alle aus dem SPF-Bestand
der Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische. Dieser Bestand wird regelma-
Rig durch Kropf- und Kloakentupfer zur bakteriologischen und mykologischen Unter-
suchung sowie Kot zur parasitologischen Untersuchung auf Infektionskrankheiten
untersucht. Dartiber hinaus werden regelmafRig Untersuchungen auf Aviares
Polyomavirus, Psittazines Circovirus, Psittacine 1 bornavirus und Psittacines Her-
pesvirus sowie Clamydia psittacie mittels RT-PCR und Serologie durchgefiihrt und
verliefen bislang negativ. Somit konnte sichergestellt werden, dass alle folgenden

Ergebnisse auswertbar sind.
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5.2.2 Eignung der gewéhlten Isolate

In den Versuchen wurde ein PaBV-4-Isolat verwendet, welches aus einem an PDD
erkrankten Hellroten Ara (Ara macao) isoliert wurde. Darlber hinaus wurde ein
PaBV-2-Isolat eines an PDD erkrankten Nymphensittichs (Nymphicus hollandicus)
verwendet. Beide Varianten wurden bereits erfolgreich in Infektionsversuchen einge-
setzt und isoliert sowie mit den verwendeten Untersuchungsmethoden detektiert. Bei
den Infektionsversuchen mit Nymphensittichen kam es zu einer 100 %igen Infektion
der Versuchstiere nach intrazerebraler und intravendser Inokulation der Isolate
(Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al., 2012). Durch die vorausgegangenen
Versuche und etablierten Infektionsmodelle am Nymphensittich konnten die PaBV-
Isolate gut auf ihre pathogenen Eigenschaften untersucht und beschrieben werden.
Somit konnte auch das speziesfremde Isolat aus dem Ara fur den Nymphensittich als
pathogen nachgewiesen werden. Dartiber hinaus wurde die Virusreplikation der Iso-
late in CEC-32-Zellen durch Piepenbring et al. (2012 und 2016) sehr gut beschrie-
ben. Durch die Verwendung derselben Isolate wie in den vorangegangenen Studien
ergibt sich eine gute Vergleichbarkeit aller Versuche. Somit konnten die Ergebnisse
dieser Versuche zur Untersuchung der Eigenschaften des PaBV-2 und PaBV-4 bei-
tragen. Aber auch andere Arbeitsgruppen beschreiben die Empfanglichkeit von
PaBV-4 fir den Nymphensittich (Gancz et al., 2009; Rubbenstroth et al., 2014a).
Aber nicht nur Nymphensittiche sind empfanglich fir PaBV-4 und PaBV-2. In einer
Studie von Papageien aus Europa konnte PaBV-4 und PaBV-2 bei naturlich infizier-
ten Vogeln mit Symptomen einer PDD gefunden werden (Rinder et al., 2009). Auch
weitere Studien zeigen, dass sich in Europa und Nordamerika bei Psittaziden am
haufigsten PaBV-2 und PaBV-4 findet (Hoppes et al., 2010; Staeheli et al., 2010;
Weissenbock, 2009). Eine weitere Studie untersuchte Psittaziden aus Brasilien. Bei
30 % der 86 untersuchten Tiere wurden im Probenmaterial PaBV-4-RNA oder PaBV-
spezifische Antikorper festgestellt (Encinas-Nagel et al., 2014). Dartber hinaus konn-
te PaBV-4 erfolgreich in einem Infektionsversuch mit Graupapageien eingesetzt wer-
den (Rinder et al., 2014). Somit kann die Infektion mit Isolaten von PaBV-4 und
PaBV-2 aus dem Modell der Infektion von Nymphensitticheiern spéater héchstwahr-
scheinlich auch auf andere Papageienspezies Ubertragen werden. PaBV-4 und
PaBV-2 reprasentieren somit die besten Eigenschaften fiir die vorliegenden Versu-

che.
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5.2.3 Inokulationsrouten von PaBV

Als Inokulationsrouten wurde in Anlehnung an Rott und Nitzschke die Applikation in
den Dottersack und auf die Chorioallantoismembran gewahlt (Nitzschke and Rott,
1957; Rott and Nitzschke, 1958). Fur die Applikation auf die Chorioallantoismembran
musste das Ei finf bis sieben Tage vorbebritet werden. Durch Schieren wurden die
verschmolzenen Anteile von Chorion und Allantois aufgesucht. Die Verschmelzung
erfolgt beim Nymphensittichei wie beim Hiihnerei ungeféhr zwischen dem fuinften und
siebten Tag (Freeman and Vince, 1974). Sie ist gekennzeichnet durch eine deutliche
Absenkung der Luftblase und viele BlutgefalRe. Die Dottersackinokulation kann hin-
gegen direkt nach Feststellung der Befruchtung am dritten Tag erfolgen. Dies ergibt
bei der Dottersackinokulation eine langere Verweildauer des PaBV im Ei, was fur die
Virusvermehrung von Vorteil sein kénnte. Dies war zu Beginn der Versuchsplanung
besonders wichtig, da die Infektionsversuche am Nymphensittich gezeigt hatten,
dass erste Nachweise im Kropf- und Kloakentupfer von PaBV-RNA bei PaBV-4 am
19. Tag p.i. nach intrazerebraler Inokulation und 25 Tage p.i. nach intravendser In-
okulation zu finden waren (Piepenbring et al., 2012). Bei PaBV-2 konnten im Versuch
nach intrazerebraler Inokulation PaBV-2-RNA in Kropf- und Kloakentupfer nach 27
Tagen p.i. und nach intravenéser Inokulation nach 43 Tagen p.i. nachgewiesen wer-
den (Piepenbring et al., 2016). Dies lie® vermuten, dass das PaBV einige Zeit fur die
Infektion der Embryonen im Ei benétigt. Somit wurde fiir den ersten Versuch die In-
okulation in den Dottersack gewahlt um eine ldngere Vermehrungszeit fur das PaBV
zu gewahrleisten. Darliber hinaus ist es wahrscheinlich, dass sofern die vertikale
Ubertragung eine Rolle spielt, das Virus (iber den Dotter iibertragen wird, da sich
PaBV- Antigen auch in Follikelzellen erkrankter Végel (Raghav et al., 2010) und im
Dotter (Delnatte et al., 2014) nachweisen lasst. Um die Unterschiede der Applikati-
onsart zu beleuchten wurde in Versuch 2 auch die Applikation auf die
Chorioallantoismembran durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Versuche dieser Arbeit
zeigen, dass unter den oben beschriebenen Versuchsbedingungen allerdings kein
Unterschied zwischen den Applikationswegen festgestellt werden konnte. Die statis-
tischen Berechnungen ergaben einen p-Wert von 1,0, dieser liegt Gber dem statis-
tisch signifikanten Wert von 0,5 und ist damit als nicht signifikant anzusehen. Die ge-
naue Applikation auf die Chorioallantoismembran stellte sich als nicht ganz einfach

dar, wenn das Ei ohne grofRere Schaden belassen werden sollte. Fiir Anzuchtversu-
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che auf der Chorioallantoismenbran gibt es in der Forschung zwei Modelle. Bei dem
ersten Modell verbleibt der Embryo im Ei. Die Schale wird gefenstert, nachdem circa
2-3 ml Eiklar abpunktiert wurde und die Chorioallantoismembran sich so von der
Schale gelost hat. Nun liegt die Chorioallantoismembran zur Beimpfung frei. Fur die
weitere Bebritung muss das Fenster im Ei dann mit Folie abgedeckt werden. Eine
zweite Mdglichkeit ist die Inkubation des Embryo in einer Petri-Schale (Ribatti et al.,
2004; Rowlett and Simkiss, 1987). Die Applikation von PaBV in der vorliegenden
Studie erfolgte ohne Fensterung der Eischale durch Punktion unter Durchleuch-
tungskontrolle. Durch die schlechtere Sicht auf die Chorioallantoismembran kam es
bei einigen Eiern zu leichten Blutungen, die von der Verletzung der BlutgeféalRe des
Embryos mit der Nadel stammten. Jedoch entwickelten sich alle Embryonen normal.
Deshalb ist davon auszugehen, dass die Blutungen keinen Einfluss auf die Ergebnis-
se der Untersuchung hatten. Bei der Inokulation von PaBV-2 starben zwei von zehn
Embryonen an Tag 11 und 12 p.i. ab. Dabei scheinen die Inokuationsrouten keinen
Einfluss zu haben. Embryo PaBV-2 04 wurde in den Dottersack und Embryo PaBV-2
07 auf die Chorioallantoismembran inokuliert. Fir BoDV ist die Anzucht im Hihnerei
nach Applikation auf die Chorioallantoismembran beschrieben. BoDV kann danach
erfolgreich auf Kaninchen tbertragen werden und dort zur Infektion fihren (Nitzschke
and Rott, 1957; Rott and Nitzschke, 1958). Bei der Inokulation von BoDV in Hihner-
eier wurde virushaltige Gewebesuspension auf das gesenkte Chorion eines Hihner-
eis an Tag funf der Bebriitung gegeben. Die Vermehrung des Virus gelang Uber vier
Kaninchen-Ei-Wechselpassagen und anschlieend Uber sechs Passagen im Ei
(Nitzschke and Rott, 1957). In einer spateren Versuchsreihe konnten das so wech-
selpassagierte Virus der Bornaschen Krankheit nach erneuter 12-tagiger Bebritung
im Ei erfolgreich intrazerebral auf Kaninchen tbertragen werden. In diesen Versuchs-
reihen konnte das Virus erfolgreich Uber zwélf Reihenpassagen angezilichtet werden.
Die Infektiositat wurde anschlieRend durch intrazerebrale Rickimpfung auf das Ka-
ninchen gesichert (Rott and Nitzschke, 1958). Anders als bei Rott und Nitzschke
(1958), die bei ihren Versuchen keine Anzucht von BoDV nach Applikation in den
Dottersack nachweisen konnten, wurde bei den hier durchgefiihrten Versuchen mit
PaBV-2 und PaBV-4 kein Unterschied zur Applikation auf die
Chorioallantoismembran festgestellt werden. Dies erklart sich daraus, dass das
BoDV nicht zu einer Infektion der Hihnerembryonen gefiihrt hat, da diese fir BoDV

nicht empfanglich waren. Das Virus konnte sich lediglich auf der
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Chorioallantoismembran wie auf einer Zellkultur vermehren. Es musste dadurch im-
mer wieder passagiert werden. Die Embryonen der Nymphensittiche sind jedoch fur
PaBV empfanglich. Somit konnte sich PaBV im Nymphensittichembryo unabhéngig
von der Stelle der Applikation ausbreiten. Dies scheint ein erster Beleg zu sein, dass
es nach vertikaler Virusibertragung Uber den Dotter zu einer validen Infektion des

Embryos kommen koénnte.
5.2.4 Nachweis von PaBV-RNA

In allen angefihrten Versuchen konnte PaBV-RNA nur in den Gehirnproben der
Embryonen detektiert werden. Alle weiteren untersuchten Organe wiesen keine
PaBV-RNA auf. In Versuch 1 konnte bei neun von 32 infizierten Embryonen PaBV-
RNA nachgewiesen werden, wohingegen in Versuch 2 bei allen Inokulationsrouten
insgesamt fur 25 von 30 Gehirnproben der PaBV-RNA Nachweis erfolgen konnte. In
Versuch 2 konnte bei zwei von zehn Embryonen aus Gruppe 1 (Dottersackinokulati-
on mit  PaBV-4) und zwei von zehn aus Gruppe 2
(Chorioallantoismembraninokulation mit PaBV-4) keine PaBV-RNA nachgewiesen
werden. Bei einem weiteren Embryo aus Gruppe 3 (Dottersackinokulation mit PaBV-
2) konnte ebenfalls keine PaBV-RNA nachgewiesen werden. Hierbei muss diskutiert
werden, ob in diesen Féllen die Infektion nicht angegangen ist. Zwei der fiinf negativ
auf PaBV-RNA getesteten Gehirnproben gehdérten zu Eiern, bei denen wéhrend der
Virusapplikation Blutungen auftraten. Moglicherweise hatte dies Auswirkungen auf
die Infektion. Bei einem weiteren Ei mit Blutungen lieR sich aber
immunhistochemisch PaBV-Antigen nachweisen. Bisher gibt es in der Literatur keine
Untersuchungen zur Organverteilung von PaBV-RNA im Embryo. Bei einem Son-
nensittich-Embryo in einer Studie konnte PaBV-RNA sowohl in Gehirn, Leber und
Auge nachgewiesen werden, von einem zwei Wochen alten Kiken desselben Paa-
res wurde auch PaBV-RNA im Blut nachgewiesen (Kerski et al., 2012). Weitere Auto-
ren beschreiben bei einer Untersuchung von 30 abgestorbenen Embryonen den
Nachweis von PaBV-RNA bei zwei Embryonen, bei dieser Untersuchung wurden die
Embryonen als Ganzes untersucht, somit liefert das Ergebnis keinen Hinweis auf die
Verteilung der PaBV-RNA in den einzelnen Organen (Lierz et al., 2011). Eine weitere
Arbeitsgruppe fand in Eiern und im Gehirn nicht geschllpfter Embryonen von PaBV-
positiven Elterntieren virusspezifische RNA (Monaco et al., 2012b). Wie in der Litera-

tur beschrieben gelang der haufigste Nachweis von PaBV-RNA bei Embryonen aus
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dem Gehirn. Nur Kerski et al. (2012) konnten PaBV-RNA auch in anderen Organen
nachweisen. Diese Arbeitsgruppe untersuchte aber nicht nur Embryonen bis zum 17.
Tag der Inkubation, sondern auch altere Embryonen und Kiken. Méglicherweise sind
die Embryonen aus der vorliegenden Arbeit noch zu jung und die Virusausbreitung
noch nicht abgeschlossen. Bei der Ratte ist eine Einwanderung Gber axonale Nerven
und eine anschlieRende Besiedelung des Gehirnes beschrieben. Dabei persistiert
das BoDV anschlieBend nur im ZNS (Carbone et al., 1987; Morales et al., 1988;
Morales, 1988). Infiziert man hingegen neonatale Lewis-Ratten innerhalb von 24
Stunden nach Geburt intrazerebral, kommt es zu einer Virusverbreitung Uber das
Gehirn in die Peripherie und damit zur Ausscheidung von infektidsem Virus (Morales
et al., 1988; Sauder and Staeheli, 2003). Somit kénnte bei den im Ei infizierten Ku-
ken zu einem spateren Zeitpunkt mdglicherweise der PaBV-RNA-Nachweis auch aus
anderen Organen gelingen. Dabei ist auch zu beachten, dass bei einer natirlichen
vertikalen Ubertragung das PaBV bereits vom ersten Tag an im Ei vorhanden ware
und somit langer Zeit hat den Embryo zu infizieren und sich auszubreiten. Die Eier in
dieser Arbeit wurden friihestens an Tag drei mit PaBV inokuliert. Somit kann es bei
dem spaten Embryo aus der Studie von Kerski et al. (2012) schon zu einer Ausbrei-
tung in andere Gewebe gekommen sein. Dass PaBV bei adulten Papageien nicht
ausschlieBlich im Gehirn vorkommt, ist gut beschrieben. Die Literatur beschreibt ei-
nen weiten Verteilungsgrad in andere Organsysteme, besonders bei klinisch erkrank-
ten Tieren (Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al., 2012; Rinder et al., 2009).
Dies zeigt, dass weitere Studien unter Versuchsbedingungen notwendig sind um die
Verteilung von PaBV-RNA in Organen von Embryonen und geschlipften Kiken in

Abhangigkeit des Zeitpunktes der Infektion zu untersuchen.
5.2.5 Histopathologische Befunde

Die untersuchten Embryonen zeigten histologisch keine Auffalligkeiten. Sie waren
weder in ihrer Entwicklung beeintrachtigt noch wiesen sie die fiir eine Infektion mit
PaBV typischen entziindlichen Veradnderungen auf. Die zwei abgestorbenen Emb-
ryonen aus der PaBV-2 Inokulation zeigten einen normalen Entwicklungsverlauf. Ei-
nige Embryonen wiesen eine Hepatolipidose auf. Eine Hepatolipidose kann zum
Zeitpunkt des Schlupfes durch die beginnende Resorption des Dottersackes drei Ta-
ge vor Schlupf entstehen (Freeman and Vince, 1974). Da die Eier nur einmal am Tag

zu unterschiedlichen Zeiten eingesammelt und dann zu unterschiedlichen Zeiten an
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Tag 17 der Bebritung (Tag 11-14 p.i.) untersucht wurden, konnte es zu zeitlichen
Abweichungen von ungefahr zwdlf Stunden kommen. Somit konnte bei einigen Emb-
ryonen schon die Dottersackresorption eingesetzt haben. Bei einigen Schnitten konn-
te in der Leber und Niere auch eine extramedulldre Hamatopoese festgestellt wer-
den. Dies ist fur Vogelembryonen physiologisch (Dantschakoff, 1908). Dass sich dies
nicht in allen Schnitten nachvollziehen liel3, ist der Tatsache geschuldet, dass nicht
immer ausreichend Blutzellen in den jeweiligen Gewebeschnitten vorhanden waren.
Die Infektionen mit PaBV-4 und PaBV-2 fihrten bei adulten Nymphensittichen zu
einer klinischen PDD. In diesen Infektionsversuchen am Nymphensittich konnte his-
tologisch auch die fiur eine PDD typische nicht-eitrige Enzephalitis mit
mononukledren Infiltraten im Gehirn sowie eine nicht-eitrige Ganglioneuritis mit
lypmhoplasmazytéren Infiltraten im Gastrointestinaltrakt der Vogel gefunden werden
(Piepenbring et al., 2016; Piepenbring et al., 2012). Die Tatsache, dass sich im Ge-
hirn der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Embryonen keine Hinweise auf die
typische mononukleare Infiltrate fanden, schlielt eine Virusinfektion nicht aus. Da die
Embryonen mit dem PaBV vor der Entwicklung des Immunsystems konfrontiert wur-
den, kann das Virus vom Immunsystem nicht als fremd erkannt werden. Somit sind
auch keine entziindlichen Reaktionen zu erwarten. Die Entwicklung des Immunsys-
tems beginnt beim Haushuhn um den achten Tag der Bebriitung (Dunon and Imhof,
1996; Masteller et al., 1997; Toivanen and Toivanen, 1987). Die Inokulation der Eier
wurde in den Dottersack zwischen Tag drei und funf und bei der Applikation auf die
Chorioallantoismembran zwischen Tag funf und sieben durchgefiihrt. Somit konnte
eine Infektion und Virusvermehrung zwar stattgefunden haben, die auf einer Abwehr-
reaktion des Kdrpers basierenden histologischen Verdnderungen aber nicht vorhan-
den sein. Vogel, die vor der Ausbildung des Immunsystems mit PaBV konfrontiert
werden, kénnten méglicherweise zu symptomfreien Virustragern werden, da sie im-
muninkompetent infiziert wurden. Bei BoDV ist ein ahnliches Modell beschrieben.
Infektionsversuche mit BoDV an athymischen Ratten, die ein stark eingeschranktes
Immunsystem auf Grund eines Mangels an T-Lymphozyten hatten, zeigten, dass
diese Ratten zwar hohe Titer von BoDV im zentralnervésen System aufwiesen, aber
keine Krankheitssymptome oder histopathologische Veranderungen im Gehirn auf-
wiesen, wohingegen immunkompetente Ratten klinische Symptome entwickelten
(Herzog et al, 1985). Das histologische Bild der hier untersuchten

Nymphensittichembryonen kénnte der erste Hinweis auf latent infizierte Virustrager
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sein. Somit bliebe zu kldren, wie sich die im Ei mit PaBV infizierten Embryonen nach

dem Schlupf weiterentwickeln.
5.2.6 Immunhistochemische Befunde

Die immunhistochemischen Befunde zeigten, dass bei Versuch 1 und 2 PaBV-
Antigen im Gehirn nachgewiesen werden konnte. Der Antigennachweis konnte nur
fur das zentrale Nervensystem erbracht werden. In den anderen Organen der mit
PaBV infizierten Embryonen konnte keine positive Farbreaktion beobachtet werden.
Bei der experimentellen Infektion von adulten Nymphensittichen hingegen konnte
PaBV-Antigen in fast allen Organen nachgewiesen werden (Piepenbring et al., 2016;
Piepenbring et al., 2012). Bei den hier untersuchten Embryonen wurde PaBV-
Antigen nur im Kleinhirn und im GrofRhirn nachgewiesen. Durch den Nachweis von
PaBV-Antigen im Gehirn konnte der Nachweis einer Virusvermehrung und Virusaus-
breitung vom Inokulationsort in das Gehirn des Embryonen erbracht werden. Dartiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass PaBV-2 und PaBV-4 bei den
Nymphensittichembryonen vor dem Schlupf einen deutlichen Neurotropismus auf-
wiesen. Bei Nagern ist dieser Neurotropismus gut beschrieben, dort kommt es bei
adult infizierten Ratten zu einer BoDV Vermehrung nur in neuronalen Zellen
(Narayan et al., 1983b). Nur bei immuninkompetenten Tieren kommt es zu einer
Verbreitung von BoDV in andere Organe (Herzog et al., 1984). Nun steht zur Diskus-
sion, ob bei Embryonen oder geschlipften Kiken moglicherweise zu einem spateren
Zeitpunkt der Nachweis von PaBV-Antigen in anderen Organen mdglich ware. Zum
Zeitpunkt der Untersuchung konnte PaBV-Antigen hauptséachlich im Markkorper des
Kleinhirns dem Corpus medullare cerebelli nachgewiesen werden. Die Farbung er-
streckte sich dort sowohl auf den Zellkern als auch auf das Perikayon, dem
Rezeptorteil und Zentrum fir Erhaltungs- und Funktionsstoffwechsel der Zelle. Des
Weiteren konnte Antigen haufig in Zellen entlang des Ependyms gefunden werden.
Ependymzellen kleiden die Hohlrdume des zentralen Nervensystems aus und sind
am Transport von Stoffwechselmetaboliten Uber den Liquor cerebrospinalis beteiligt.
An ihrer Basis stehen die Ependymzellen mit Neuronen in Kontakt, sie bilden eine
funktionelle Schranke zwischen den Hohlrdumen des zentralen Nervensystems und
den Neuronen (Liebich, 2010). Mdglicherweise gibt die Anwesenheit des PaBV-
Antigens an diesen Stellen Hinweise auf die Verteilung und Ausbreitung des Virus im

ZNS. Der Liquor kann das PaBV mdglicherweise an die Zielregionen transportieren.
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Uber diese Verbindung ist es auch méglich, dass das Virus zu einem spéteren Zeit-
punkt auch in die Peripherie gelangen kann. Einen weiteren Hinweis auf eine spétere
mdgliche Verbreitung des Virus Uber die Blut-Hirn-Schranke liefert die positive Anti-
genreaktion von Zellen im GroRhirn. Dort befinden sich hauptsachlich Astrozyten, sie
sind die groRten Gliazellen des ZNS. Sie bilden zytoplamatische Fortsétze, die in
Verbindung mit Nervenzellen und den weichen Gehirnhauten stehen. Sie transportie-
ren Nahrstoffe und stellen einen Teil der Blut-Hirnschranke dar (Liebich, 2010).
Kerski et al. konnten bei einem Kiiken von PaBV-positiven Eltern, nach dem Schlupf
PaBV-RNA im Blut finden. Fir BoDV wurde allerdings gezeigt, dass ein Transport
Uber Blut und Liquor nicht méglich ist. Hier breitet sich das Virus tUber die Nerven in
die Organe aus (Morales, 1988). Bei BoDV ist auch die Verteilung von Virus im Ge-
hirn fur die Ratte genau untersucht. Das BoDV zeigt bei Lewis-Ratten in den ersten
beiden Wochen nach experimenteller Infektion einen ausgepragten Tropismus fir
Neuronen. Zu diesem Zeitpunkt sind nur wenige Astrozyten mit BoDV infiziert
(Carbone et al., 1987; Herden et al., 2005; Richt et al., 1991). Erst in der spateren
Infektionsphase sind dagegen im gesamten Gehirn verteilt auch mehr Astrozyten
BoDV-positiv (Carbone et al., 1987; Ovanesov et al., 2008; Staeheli et al., 2001).
Méoglicherweise befinden sich die Embryonen der Nymphensittiche in der frihen In-
fektionsphase. Dies erklart die starke positive Antigenreaktion im Kleinhirn und die
etwas vereinzelter erscheinende Antigenreaktion im GroRRhirn. Des Weiteren wurde in
einer Studie mit Astrozytenzellkulturen und BoDV gezeigt, dass im Zellkulturiiber-
stand BoDV-infizierter Astrozyten am Tag 27 p.i. infektidses Virus nachweisbar war.
Dies zeigte, dass sich die BoDV-Infektion durch Kontakt zwischen benachbarten Zel-
len ausbreiten muss. Die Mechanismen fiir eine Ubertragung von Zelle zu Zelle sind
hierbei noch unbekannt. Als mdgliche Mechanismen werden die Weitergabe uber
Zytoplasmabriicken, die Bildung lokaler Mikrofusionsporen oder eine lokale Abschn-
rung von Viren diskutiert (Kehr, 2016). Uber diese Verbindung kénnte auch PaBV
von Zelle zu Zelle weitergegeben werden. In der Immunhistochemie zeigten beson-
ders die Zellen im Kerngebiet des Kleinhirns und entlang des Ependyms von Ventri-
keln einen PaBV-Antigen Nachweis. In welchen Zelltypen sich aber nun PaBV-
Antigen bei den Nymphensittichembryonen findet, konnte nicht abschlieRend geklart
werden. Die Neuronen und Gliazellmarker, die zu guten Ergebnissen bei adulten
Nymphensittichen flhrten, konnten bei den Embryonen zu keinem Nachweis flhren.

Méglicherweise sind die Zellen noch so immatur, dass die Marker nicht binden konn-
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ten. Alternativ kann es sich um einen Zelltyp handeln der hier in der Arbeit nicht un-
tersucht wurde. Fir S&dugetiere ist beschrieben, dass die Ependymzellen einen tei-
lungsaktiven Zelltyp bilden kénnen der wiederum Neurone generieren kann. Die
Ependymzellen wurden in dieser Studie als neuronale Stammzellen definiert
(Johansson et al., 1999). Mit der gehauften Lokalisation von PaBV-Antigen an der
Basis der Ependymzellen kénnte bei einer schnellen Zellteilung das Virus Uber diese
Zellen im Gehirn verteilt werden. Bei der Durchsicht der Préaparate entstand der Ein-
druck, dass der PaBV-Antigennachweis im Kleinhirn bei PaBV-2 deutlich starker war
als der von PaBV-4, dies liel sich aber durch die unterschiedliche Probenanzahl
nicht statistisch belegen. Moglicherweise fihrt die PaBV-Variante, die urspriinglich
aus einem Nymphensittich stammt, zu stérkeren Reaktionen, da es eine speziesspe-
zifisch bessere Empfanglichkeit ausnutzen kann. Auch bei den Infektionsversuchen
mit Nymphensittichen zeigte sich, dass eine Infektion mit PaBV-2 zu einer deutlich
stérkeren Krankheitssymptomatik fiihrte als die Infektion mit PaBV-4. Allerdings zeig-
ten im Gegensatz zu den Nymphensittichembryonen aus der vorliegenden Studie,
die adulten Nymphensittiche aus dem Infektionsversuch mit PaBV-2 nur bei 14/18
PaBV-Antigen-Nachweis im Gehirn. Bei PaBV-4 konnte bei allen adulten
Nymphensittichen PaBV-Antigen im Gehirn gefunden werden (Piepenbring et al.,
2016; Piepenbring et al., 2012). Dariber hinaus erklart die Anhaufung von PaBV-
Antigen im Kleinhirn der Embryonen viele klinische Symptome der Infektion mit
PaBV. Die von Piepenbring et al. (2012 und 2016) beschriebenen neurologischen
Symptome sprechen fiir pathologische Verdnderungen im Kleinhirn. Die
Nymphensittiche zeigten dort Ataxie und Tremor, welche in dieser Auspragung meis-
tens cerebelldr bedingt sind (Bahr and Frotscher, 2014). Somit gibt die Antigenvertei-
lung und Préferenz zu bestimmten Arealen im Gehirn auch einen Hinweis auf die
Auspragung der Symptomatik. Die Préferenz zu bestimmten Gehirnarealen lieR® sich
signifikant in Versuch 2 belegen. Der PaBV-Antigennachweis im Kleinhirn war signifi-
kant hoher als zentral im Gro3hirn ohne Ventrikelanschnitt. Das sich dies nur fur die
Gruppen 1, 2 und 3 berechnen lief und nicht fur Gruppe 4 lag an der zu kleinen Pro-
benzahl der Gruppen 3 und 4. Durch die zum Teil groRen Unterschiede in den Zah-
len der Zahlung der PaBV-Antigen-positiven Zellen lasst sich fiir die Gruppen 3 und 4
mit nur jeweils 5 Proben die statistische Verteilung nur bedingt berechnen. Aus die-
sem Grund wurde auch auf die Bildung eines Scores verzichtet, da dieser gréf3ere

statistische Auswirkungen auf die Fehler in der Zahlung haben wiirde. Mit den reellen
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Zahlen als Grundlage fir die Berechnung wurde der Fehler, der durch die Auszéh-
lung der Zellen im Mikroskop entstehen kann, fir die statistische Berechnung mini-
miert, da auf Grund der GréRe des Gehirns je Gehirnareal nur ein Sichtfeld gezahit
wurde. Nimmt man nun alle Ergebnisse aus allen Gruppen zusammen, erhéht sich
die statistische Aussagekraft. Somit kann sicher gesagt werden, dass der Antigen-
nachweis signifikant haufiger im Kleinhirn und in Arealen mit Ventrikelanschnitt als im
GroRhirn zentral ohne Ventrikelanschnitt auftritt. Die Verteilung im Kleinhirn passt zu
den in der Literatur beschriebenen Symptomen der Erkrankung durch PaBV. Wie die
gehédufte Ansammlung in Arealen mit Ventrikelanschnitt zu beurteilen ist, und ob sie
etwas mit der Ausbreitung des Virus in andere Organe zu tun hat, moglicherweise
durch die Néhe zu den Ependymzellen, die auch als neuronale Stammzellen be-
schrieben werden kénnen (Johansson et al., 1999), und ob es durch die hohe Tei-
lungsrate in diesem Gehirnbereich zu einer schnellen Ausbreitung des PaBV fiihren
koénnte, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Hierfir missen weitere Studien

durchgefuhrt werden.
5.2.7 Virus-Isolierung

Um infektiéses PaBV nachzuweisen, wurden Gehirn, Organe und Dottersack der infi-
zierten Embryonen zur Virus-Isolierung auf Zellkultur gebracht. Hierfir wurden die
Organsuspensionen auf CEC-23-Wachtelfibroblastenzellen, embryonalen
Nymphensittichgehirnzellen (NEB) und embryonalen
Nymphensittichfibroblastenzellen (NEF) verimpft. In allen Versuchsgruppen konnte
jedoch auf allen Zellkulturen kein infektidses Virus isoliert werden. Diese Ergebnisse
kénnen hinweisend sein, dass es zum Zeitpunkt der Untersuchung bereits kein infek-
tioses Virus mehr in den Embryonen gab und die Infektion abortiv verlief. Ein weiterer
Grund kénnte die kurze Untersuchungszeitspanne sein. Die Eier wurden nach Infek-
tion nur maximal 14 Tage bebritet und dann untersucht. Bei BoDV wird vermutet,
dass das Virus sich nur Gber Zell-Zell-Kontakt weiter ausbreiten kann (Kehr, 2016).
Diese Ausbreitung erfolgt nur sehr langsam. Somit ist es méglich, dass zum Untersu-
chungszeitpunkt noch zu wenig PaBV fir die Infektion von Zellkulturen vorhanden
war. Auch nach Passagierung der mit Organmaterial der Embryonen inokulierten
CEC-32-Zellkulturen konnte kein Virus isoliert werden. Auch bei den Versuchen mit
Nymphensittichen von Piepenbring et al. (2016) konnte die Virusanzucht von PaBV-2

erst sicher nach 75 Tagen post infektionem nachgewiesen werden. Alle Proben, die

[89]



DISKUSSION

zuvor genommen wurden, mussten in der Zellkultur mehrfach passagiert werden um
eine Virusisolation zu ermdglichen. Dariiber hinaus zeigten die besonders im Ver-
such 1 hohen Ct-Werte der RT-PCR (zwischen 26,48 und 37,36), dass nur recht we-
nig Virusmaterial im untersuchten Gehirnmaterial vorliegt. Somit ist es moglich, dass
zwar infektidses Virus in den Proben vorhanden war, es aber unterhalb der Nach-
weisgrenze lag. Ahnliches zeigte sich auch im Versuch von Piepenbring et al. (2016),
dort zeigte sich eine direkte Korrelation von Virus-Isolierung und PaBV-RNA Nach-
weis. Je niedriger der Ct-Wert war, umso besser konnte die Virus-Isolierung erfolgen.
Die Ergebnisse aus den hier vorliegenden Versuchen decken sich jedoch mit der be-
stehenden Literatur, dass bisher nur PaBV-RNA oder PaBV-Antigen im Ei oder Emb-
ryo nachgewiesen werden konnte, aber nie infektidses Virus (Lierz et al., 2011). Bei
einer Untersuchung von befruchteten Eier von vier natlirlich infizierten Sonnensittich-
paaren konnte in den Embryonen PaBV spezifische RNA nachgewiesen werden, zu-
satzlich wurde bei diesen Kiiken im Blut und Dotter Antikdrper fir PaBV nachgewie-
sen (Kerski et al., 2012). In einer weiteren Untersuchung wurde in Eiern und im Ge-
hirn nicht geschlupfter Embryonen von PaBV-positiven Elterntieren virusspezifische
RNA gefunden. Auch in dieser Studie konnte kein Nachweis von infektiosem Virus
erfolgen (Monaco et al., 2012b). Im Dotter eines unbefruchteten Eis freilebender Ka-
nadaganse wurde ebenfalls nur virusspezifische RNA gefunden (Delnatte et al.,
2014). Auch bei Kanarienvdgeln konnte gezeigt werden, dass in den Embryonen
CnBV-positiver Kanarienvogelelterntiere virusspezifische RNA nachgewiesen werden
kann (Rubbenstroth et al., 2013). Wie in den Studien zuvor wurde auch hier kein in-
fektidses Virus nachgewiesen. Somit ist die vermutete langsame Vermehrung von
PaBV im Embryo eine mdgliche Ursache fiir die bisher ausbleibende Virusisolation.
Allerdings missen weitere Studien folgen, die klaren, ob mit dem Schlupf der Kiiken
und der damit verbundenen langeren Verweilzeit von PaBV zu einem spateren Zeit-
punkt die Virus-Isolierung mdglich ist. Dies ist von grofer Bedeutung um eine mégli-

che vertikale Ubertragung zu belegen.
5.3 Untersuchung von Eiern natiirlich infizierter Pyrrhura spp.

Die Pyrrhura, deren Eier fur den Versuch genutzt wurden, stammen alle aus einem
privaten Bestand, der seit Jahren von der Klinik fir Végel, Reptilien, Amphibien und
Fische betreut wird. Sie werden getrennt von anderen Vogelspezies in einer Voliere

mit Zugang zu einer Aufdenvoliere gehalten. An dem Standort der Voliere befinden
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sich nur PaBV-positive Papageien. Der Bestand wird regelmafRig medizinisch betreut
und auf andere Infektionskrankheiten untersucht. Der Besitzer ergreift dartiber hinaus
Mafinahmen zur Schadnagerbekdmpfung. Alle Volieren sind durch Bodengitter vor
dem Eindringen von Schadlingen gesichert. Alle Pyrrhura sind stark positiv in der
PaBV-RT-PCR mit Ct-Werten zwischen 16,36 und 26,78. Zusatzlich haben alle Vogel
hohe Antikorpertiter gegen PaBV (zwischen 1:5 000 und 1: 80 000). Somit schienen
ihre Eier sehr gut fir diese Studie geeignet. Die Vogel legten im Untersuchungszeit-
raum nur elf Eier. Alle Eier waren unbefruchtet. Moglicherweise sind die Pyrrhuras
durch ihre Infektion mit PaBV unfruchtbar, &hnlich den Lewis-Ratten aus einem Ver-
such (Herden et al., 2000). Dies lasst sich allerdings nicht sicher bestatigen, da viele
weitere Faktoren Einfluss auf die Eiablage und Befruchtungsrate haben kénnen. Die
unterschiedlichen Pyrrhura-Spezies wurden alle in einer Voliere zusammen gehalten.
Zwar standen gentgend Nistmdglichkeiten zur Verfiigung, aber Pyrrhuras sind sehr
anspruchsvoll in ihrer Haltung. Somit ist es in Menschenobhut mdglich, dass es bei
Kontakt zu anderen Paaren zu Stérungen in der Eibablage kommen kann (Arndt,
1983). Darlber hinaus war die Qualitat der Eischalen aller Eier sehr schlecht. Die
Kalzifizierung der Schale war deutlich herabgesetzt und zwei Eier zeigten Risse. Dies
kann in Zusammenhang mit einer bereits klinischen PDD stehen. Bei einer PDD kann
Nahrung nicht mehr gut aufgeschlossen werden und es kommt zu einer Vitamin- und
Mineralstoffunterversorgung (Ridgway and Gallerstein, 1983; Vice, 1992; Woerpel et
al., 1984). Allerdings zeigte keiner der Pyrrhuras im Untersuchungszeitraum klinisch
sichtbare Symptome einer PDD. Auch die Fitterung der Pyrrhuras war ausgewogen
mit Sdmereien, Pellets und Frischfutter. Ob es trotzdem zu einem Vitamin- und Mine-
ralstoffmangel durch die Infektion mit PaBV oder durch verschiedene Umweltfakto-
ren, wie ungiinstige Gruppenzusammensetzung, gekommen war, konnte nicht ein-

deutig geklart werden.

Bei der Untersuchung der Pyrrhura-Eier konnte keine PaBV-RNA nachgewiesen
werden. Auch in den Embryonen aus dem Infektionsversuch von Piepenbring et al.
2016 konnte keine PaBV-RNA nachgewiesen werden. Somit konnte in den vorlie-
genden Untersuchungen von Eiern natirlich infizierter Pyrrhuras und experimentell
infizierter Nymphensittiche kein Hinweis auf eine vertikale Ubertragung gefunden
werden. Alle Eier der Pyrrhuras waren unbefruchtet. In der Literatur ist nur ein einzi-

ger Nachweis von PaBV-RNA im unbefruchteten Ei beschrieben. Nur Delnatte et al.
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(2014) fanden in einem unbefruchteten Ei von Kanadagansen virusspezifische RNA
im Dotter. Alle anderen Arbeitsgruppen konnten RNA nur im embryonierten Ei oder
im Embryo selbst nachweisen. In allen Embryonen von Sonnensittichen wurde zu
Beginn der Entwicklung PaBV spezifische RNA nachgewiesen (Kerski et al., 2012).
Eine weitere Studie fand in Eiern und im Gehirn nicht geschlipfter Embryonen von
PaBV-positiven Elterntieren PaBV-RNA (Monaco et al., 2012b). In der Studie von
Rubbenstroth et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass nur in den Embryonen von
CnBV-positiven Kanarienvdgeln virusspezifische RNA nachgewiesen werden konnte.
Auch Lierz et al. (2011) beschreiben bei einer Untersuchung von 30 abgestorbenen
Embryonen den Nachweis von virusspezifischer RNA nur im Embryo (Lierz et al.,
2011). Somit ist es wahrscheinlich, dass sich bei einer méglichen vertikalen Ubertra-
gung Uber die Follikelzelle der Henne PaBV im unbefruchteten Ei nicht weiterentwi-
ckeln kann. Dies kénnte mit der Anderung des pH-Wertes im unbefruchteten Ei zu-
sammenhangen. Wahrend der Inkubation steigt der pH-Wert des EiweiRes (im Hih-
nerei) von anfénglich pH 7,6 bis 7,9 auf Gber pH 9,7. Der pH-Wert des Dotters erhéht
sich von 6,0 auf ungeféhr 6,8 (Belitz and Grosch, 1992). Wéhrend der pH-Wert im
Eigelb unbefruchteter Eier innerhalb einer Bebritungsphase von acht Tagen im
schwach sauren Bereich bleibt (6,04 bis 6,20), steigt der pH-Wert der befruchteten
Eier schon nach zwei bis drei Tagen in Richtung des neutralen Bereichs von 6,07 bis
6,92 an (Lilienthal, 2014). Somit ist es mdglich, dass bei frischen unbefruchteten Ei-
ern nach Ubertragung von PaBV (iber die Henne in das Ei noch RNA nachgewiesen
werden kann. Je langer das unbefruchtete Ei aber inkubiert wird, umso langer ist
PaBV keinen optimalen Bedingungen ausgesetzt. Fir aviare Bornaviren gibt es in
der Literatur keine Untersuchungen zur pH-Empfindlichkeit. Fir BoDV konnte hinge-
gen gezeigt werden, dass bei einem Ausgangswert von 10”° bei pH 3-5 eine deutlich
Virusreduktion auf 107 bereits nach 30 Minuten auf Eis erfolgt (Herzog, persénliche
Mittteilung). Dies legt nahe, dass nach langerem Einfluss eines sauren pH das Virus
neutralisiert wird. Die Eier der Pyrrhuras wurden finf Tage inkubiert und téglich ge-
schiert, um eine Befruchtung sicher auszuschlieRen. Somit ist es moglich, dass even-

tuell vorhandene RNA durch die Inkubation inaktiviert wurde.
5.4 Ubergreifende Betrachtung und Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer méglichen vertikalen Ubertragung von

PaBV bei Papageien. Hierfir wurde zuerst ein in vivo Modell aus embryonalen Zell-
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kulturen erstellt. Die Replikation der PaBV-Isolate 4 und 2 in NEB-Zellen gaben erste
Hinweise auf die Infizierbarkeit von Nymphensittichembryonen. Das lIsolat Ps39
(PaBV-2) zeigte nach Verimpfung auf NEB Zellen dhnliche Vermehrungseigenschaf-
ten wie PaBV-4. Dagegen vermehrte sich PaBV-2 auf CEC-32-Zellen deutlich lang-
samer als PaBV-4 (Piepenbring, 2017). Bei dieser Untersuchung konnte auch ge-
zeigt werden, dass PaBV einen deutlichen Tropismus zu den Gehirnzellen aufwies,
da sich beide Virusvarianten nicht auf den embryonalen
Nymphensittichfibroblastenzellen (NEF) anztichten lieen. Darliber hinaus konnten in
den NEB-Zellkuturen besondere Zellen beobachtet werden. Diese Zellen mit multip-
len Zellkernen und zweiphasigem Zytoplasma mit Ausbuchtungen lieRen sich gut mit
PaBYV infizieren. Diese Ergebnisse spiegeln sich in den folgenden Eiinfektionsversu-
chen wider. Auch hier konnte nach Inokulation von PaBV-4 und PaBV-2 in den Dot-
tersack oder auf die Chorioallantoismembran PaBV-RNA und PaBV-Antigen nur im
Gehirn nachgewiesen werden. Dabei konnte nach statistischer Berechnung kein Un-
terschied zwischen den verwendeten Virusisolaten und der Inokulationsroute gefun-
den werden. Bei der Auswertung der Immunhistochemie konnte erstmalig der Anti-
gennachweis auf bestimmte Areale im Gehirn eingegrenzt werden. Im Kleinhirn wur-
de PaBV-Antigen hauptsédchlich in den Kerngebieten des Arbor vitae gefunden. Im
GroRhirn dagegen vermehrt an der Basis von Ependymzellen und nur vereinzelt in
Zentrum. Um die Zelltypen der PaBV-Antigen-positiven Zellen zu bestimmen wurden
Farbungen mit Zellmarkern vom Saugetier durchgefiihrt, die fir adulte
Nymphensittiche schon zu erfolgreicher Zellbestimmung geftihrt hatten. Bei den emb-
ryonalen Zellen konnte durch diese Marker keine Zuordnung zu einem Zelltyp erfol-
gen. Ob diese Zellen &hnlich zu den in den NEB und NEF Zellkulturen gefundenen
speziellen Zellen sind, konnte nicht abschlieBend geklart werden. Méglicherweise
handelt es sich um undifferenzierte Zellen oder Stammzellen. Hierfir missen weitere
Untersuchungen zur Klassifizierung der Zellen durchgefiihrt werden. Darlber hinaus
konnte nicht abschlieRend geklart werden, ob PaBV bei Infektion Uber das Ei im Ge-
hirn der Embryonen persistiert, oder sich spater auch auf andere Organe ausbreitet,
wie es fur die Infektion am adulten Nymphensittich beschrieben ist (Piepenbring et
al., 2016; Piepenbring et al., 2012). Keski et al. 2012 beschreiben bei der Untersu-
chung von Embryonen natirlich infizierter Sonnensittiche, dass zu Beginn der Bebri-
tung PaBV-RNA nur im Gehirn festgestellt werden kann. Spéter wurde auch in ande-

ren Organen und bei einem geschlipften Kiken auch im Blut PaBV-RNA nachge-
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wiesen. Ob die in der vorliegenden Studie untersuchten Embryonen spéter zu latent
infizierten Tragern werden, oder doch nach Schlupf Krankheitssymptome zeigen
wirden, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Hierfir missen Folgeprojekte
durchgefiihrt werden, bei denen die Kiiken aus den infizierten Eiern schlipfen mis-
sen. Diese kdnnen dann in Hinblick auf Virusverteilung, Ausscheidung, Antikdrperbil-
dung und klinische Symptome untersucht werden. Wie auch in der Literatur be-
schrieben, (Kerski et al., 2012; Lierz et al., 2011; Monaco et al., 2012b; Rubbenstroth
et al., 2013) konnte in der vorliegenden Arbeit kein Virus aus den Embryonen isoliert
werden. Eine Theorie ist die zu geringe Virusmenge durch die langsame Ausbreitung
von PaBV von Zelle zu Zelle wie sie fur BoDV beschrieben ist (Kehr, 2016). Eine wei-
tere Studie von mit PaBV infizierten Embryonen, die unter experimentellen Bedin-
gungen schlipfen und zu einem spéteren Zeitpunkt untersucht werden, kénnte diese
Theorie untersuchen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Nachweis
von PaBV-RNA und von PaBV-Antigen erstmalig unter Versuchsbedingungen nach
Inokulation von PaBV in Nymphensitticheier erfolgreich war. Darliber hinaus waren
alle Eier der Mock-Kontrollen in allen Nachweismethoden negativ, was den Erfolg der
Versuche untermauert. Dies zeigt erstmalig, dass eine vertikale Ubertragung tber
das Ei grundsatzlich mdglich scheint, wenn PaBV-RNA auf natiirlichem Weg ins Ei
gelangen kann. Hinweise hierflr gibt der Nachweis von PaBV-RNA in Follikelzellen
(Raghav et al., 2010). Weitere Versuche kénnten zum Verstandnis der Infektion und
der Epidemiologie von PaBV beitragen und mdéglicherweise das Virusreservoir identi-

fizieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Seit 2008 ist das Psittaciform 1 bornavirus als Ursache fur einen oft tédlich verlau-
fenden Symptomkomplex mit gastrointestinalen und neurologischen Symptomen be-
schrieben (Honkavuori et al., 2008; Kistler et al., 2008). Um die Ausbreitung der Er-
krankung zu verhindern, ist die Kenntnis der Ubertragungswege unerlasslich. Insbe-
sondere die Klarung einer vertikalen Ubertragung ist sehr relevant fir Zuchtpro-

gramme im Artenschutz.

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur vertikalen Ubertragung des PaBV bei
Nymphensittichen (Nymphicus hollandicus) durchgefiihrt. Um die Infizierbarkeit von
embryonalen Nymphensittichzellen zu Uberprifen, wurden in vitro embryonale
Nymphensittichgehirnzellkulturen (NEB) und embryonale
Nymphensittichfibroblastenzellkulturen (NEF) von zehn Tage alten
Nymphensittichembryonen hergestellt und mit PaBV-4 (Ps34) oder PaBV-2 (Ps39)
beimpft und die Wachstumseigenschaften zu untersuchen. Beide Varianten lieRen
sich auf den NEB- nicht aber auf den NEF-Zellen vermehren. PaBV-2 zeigte hier ein

deutlich besseres Wachstum im Vergleich zu CEC-32-Zellen aus Vorversuchen.

In einem Vorversuch wurde 3 %iges Wasserstoffperoxid als ein geeignetes Desinfek-

tionsmittel gegen PaBV auf der Eischale bestimmt.

In Versuch 1 wurden 32 befruchtete Eier zwischen dem dritten und flnften Bebri-
tungstag mit PaBV-4 in den Dottersack inokuliert und bis zum Tag 12-14 p.i. bebritet
Die Organe jedes Embryos wurden anschlieBend mittels RT-PCR, Histologie,
Immunhistochemie und Virus-Isolierung untersucht. Neun Embryonen wiesen PaBV-
4 RNA im Gehirn auf. Bei 26/32 konnte PaBV-Antigen im Gehirn nachgewiesen wer-
den. Keiner der Embryonen zeigte pathologische Verénderungen in der Histologie.

Eine Virusisolierung gelang nicht.

Anschlielend wurden Embryonen an Tag drei bis finf der Bebriitung in den Dotter-
sack (Gruppe 1: n = 25 + 2-Mock-Kontrollen, mit PaBV-4; Gruppe 3: n = 15 + 2-
Mock-Kontrollen, mit PaBV-2) beziehungsweise am Tag fUnf bis sieben auf die
Chorioallantoismembran (Gruppe 2: n = 25 + 2-Mock-Kontrollen, PaBV-4; Gruppe 4:
n = 15 + 2-Mock-Kontrollen, mit PaBV-2) inokuliert. In Gruppe 1 und 2 wurden jeweils

zehn und in Gruppe 3 und 4 jeweils fUnf inokulierte Embryonen und eine Mock-

[99]



ZUSAMMENFASSUNG

Kontrolle mittels RT-PCR untersucht. Zehn (Gruppe 1 und 2), beziehungsweise flinf
(Gruppe 3 und 4) weitere Embryonen je Gruppe wurden histologisch und
immunhistochemisch untersucht. Jeweils finf Embryonen aus allen Gruppen sowie

jeweils eine Mock-Kontrolle wurden fiir die Virus-Isolierung verwendet.

Bei acht der zehn infizierten Embryonen (Gruppe 1), 8/10 der Gruppe 2, 4/5 der
Gruppe 3 und 5/5 der Gruppe 4 konnte PaBV-RNA im Gehirn nachgewiesen wer-
den. 9/10 Embryonen der Gruppe 1, 10/10 der Gruppe 2, 5/5 der Gruppe 3 und 5/5
der Gruppe 4 wiesen PaBV-Antigen im Gehirn nicht jedoch in den Organen auf. Alle

Kontrollen waren negativ.

In allen Gruppen war eine préaferierte Verteilung von PaBV-Antigen im Kleinhirn (Ar-
bor vitae) und Gehirnarealen mit Ventrikelanschnitt, gegentuber dem Grof3hirn zentral
ohne Ventrikelanschnitt zu sehen. Eine genaue Differenzierung der infizierten Zellen

mittels verschiedenen Zellmarkern gelang bislang nicht.

Histologisch konnten in keinem Embryo pathologische Verdnderungen gefunden
werden. Aus keinem der inokulierten Embryonen und aus den Kontrolltieren gelang

eine PaBV-Isolierung.

Die Untersuchung von Eiern von natirlich PaBV infizierten Pyrrhura spp. verlief ne-
gativ.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine vertikale Ubertragung von PaBV
grundsatzlich méglich scheint, wenn PaBV-RNA auf natirlichem Weg ins Ei gelangt.
Anhand eines kontrollierten Infektionsversuchs wurde erstmalig gezeigt, dass PaBV

nur im Gehirn der Embryos vorkommt.

Die fehlende Pathologie in der Histologie deutet auf die Mdglichkeit latent infizierter
Trager oder einen abortivem Infektionsverlauf hin, welches durch weitere Untersu-

chungen geklart werden muss.
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7 SUMMARY

In 2008 the Psittaciform 1 bornavirus has been described to be the cause for an often
fatal disease with gastrointestinal and neurological symptoms (Honkavuori et al.,
2008; Kistler et al., 2008). To stop the disease from spreading, it is crucial to know its
transmission routes. For breeding programs and species conservation it is particular-

ly important to know if vertical transmission occurs.

In this work vertical transmission of PaBV was investigated in cockatiels (Nymphicus
hollandicus). To examine possible infectivity of embryonic cockatiel cells, in vitro em-
bryonic cockatiel brain-cell cultures (NEB) and embryonic cockatiel fibroblast cell cul-
ture (NEF) of 10 days old cockatiel-embryos were established. These cells were in-
oculated with PaBV-4 (Ps34) or PaBV-2 (Ps39). Both PaBV-isolates were propagat-
ed on NEB but not on NEF cells. In contrast to the results of previous studies, PaBV-

2 showed a significantly larger growth in comparison to the CEC-32 cells.

In a preliminary test a 3% hydrogen peroxide was determined as an appropriate dis-
infectant for the egg shell against PaBV.

In study one 32 fertilized eggs were inoculated with PaBV-4 into the yolk sac be-
tween the third and the fifth day of incubation and incubated until days 12-14 p.i.. The
organs of the embryos were examined with RT-PCR, histology, immunohistochemis-
try and virus-isolation. Nine embryos demonstrated PaBV-4 RNA and 26/32 PaBV-
antigen in the brain. None of the embryos showed pathological signs in the histology.

Virus-isolation was not possible.

Subsequently embryos were inoculated in the yolk sac (group 1: n = 25 + 2-Mock-
controls, with PaBV-4; group 3: n = 15 + 2-Mock-controls, with PaBV-2) on day three
to five and on the chorioallontoismembrane (group 2: n = 25 + 2-Mock-controls, with
PaBV-4; group 4: n = 15 + 2-Mock-controls, with PaBV-2) on day five to seven of in-
cubation. In each of group 1 and 2, ten and in group 3 and 4 five inoculated embryos
and one control were examined through RT-PCR. Furthermore ten embryos each
(group 1 and 2) and five embryos each (group 3 and 4) were histologically and
immunohistochemically examined. Of each of the four groups five embryos as well as

one Mock-control were used for virus-isolation.

In eight out of ten infected embryos (group 1), 8/10 of group 2, 4/4 of group 3 and 5/5
of group 4 PaBV-RNA was detected in the brain. 9/10 infected embryos of group 1,
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10/10 of group 2, 5/5 of group 3 and 5/5 of group 4 showed PaBV-antigen in the

brain but not in the organs. All controls remained negative.

All groups showed a preferred allocation of PaBV-antigen in the cerebellum (Arbor
vitae) and in brain areas with ventricels in comparison to the central large cerebrum
without ventricels. So far, there was no success in differentiating the infected cells

with various cell markers.

There were no pathological alterations of any embryo in the histological examination.
It was not possible to isolate PaBV from any of the inoculated embryos nor of the

control group.

The examination of eggs of Pyrrhua spp., which were naturally infected with PaBV,

remained negative.

The results of these studies underline, that vertical transmission may be possible if
PaBV-RNA can naturally be transferred into the egg. In the present study it was
demonstrated for the first time, that PaBV is only found in the brain of the infected

embryos.

The absence of histopathological alterations in the infected embryos can be inter-
preted as the possibility of latent infected birds or maybe the virus infection was abor-

tive. Further investigations into these questions are recommended.
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