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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Die Bornasche Krankheit (BD) ist als todlich verlaufende neurologische Erkrankung von Pferden und
Schafen seit mehr als 300 Jahren bekannt. Ausgeldst wird sie durch eine Infektion mit dem Borna
disease virus 1 (BoDV-1), einem RNA-Virus aus der Familie Bornaviridae in der Ordnung
Mononegavirales. Die Zahl an Krankheitsfallen von BD reduzierte sich stark in der zweiten Halfte des
20. Jahrhunderts [Durrwald et al. 2006]. Seit 2017 wurde von mehreren Arbeitsgruppen entdeckt, dass
eine BoDV-1-Infektion beim Menschen ebenfalls zu einer letalen Meningoenzephalitis fiihren kann
[Korn et al. 2018, Niller et al. 2020, Schlottau et al. 2018]. In diesen und weiteren teilweise
retrospektiven Studien wurden mindestens 30 Félle identifiziert, bei denen Menschen an einer
BoDV-1-Infektion gestorben sind [Korn et al. 2018, Liesche et al. 2019, Niller et al. 2020, Schlottau et
al. 2018]. Dieses zoonotische Potential zeigt, dass es im Sinne des ,One-Health“-Konzeptes fir die
Sicherung der Gesundheit von Menschen und Tieren wichtig ist, nattrliche Quellen der Infektion

weiter zu erforschen, um geeignete Praventivmalnahmen zu entwickeln.

Die Epidemiologie von BoDV-1 deutet darauf hin, dass der Erreger einen oder mehrere Reservoirwirte
in der Wildtierpopulation besitzt, von denen Infektionen auf Fehlwirte wie Mensch oder Pferd
Ubertragen werden kénnen [Dirrwald et al. 2006]. In Untersuchungen in verschiedenen
Endemiegebieten wurden BoDV-1-infizierte Feldspitzmduse gefunden, die bislang als die einzige
Reservoirspezies angesehen werden [Bourg et al. 2013, Diirrwald et al. 2014, Hilbe et al. 2006, Puorger
et al. 2010, Weissenbdck et al. 2017]. Insbesondere die Virusverteilung in Feldspitzmausen, die im
Gegensatz zu der Infektion im Fehlwirt nicht auf das Nervensystem beschrankt ist, sondern durch eine
zusatzliche Virusvermehrung in verschiedenen Ausscheideorganen gekennzeichnet ist, stellt die
Grundlage fiir eine Ubertragung von der Feldspitzmaus auf andere Tiere und den Menschen dar
[Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010]. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war nicht bekannt, ob
BoDV-1-infizierte Feldspitzmduse tatsachlich infektiose Viren ausscheiden. Alle bisherigen
Untersuchungen waren an toten Wildfangen durchgefiihrt worden, so dass nur Vermutungen tber die
Infektion im lebenden Tier geduBert werden konnten. Der Vergleich mit Erkenntnissen aus
verschiedenen Tiermodellen der BoDV-1-Infektion, insbesondere mit der Infektion von neonatalen
Lewisratten [Herzog et al. 1984, Morales 1988], bei der es auch zu einer disseminierten Virusverteilung
und daraus folgend zum Ausscheiden von infektiésen Viren kommt, lasst Analogieschliisse Uiber den
Verlauf der Infektion im Reservoirwirt zu. Durch die Problematik, dass die in einem Modell
gewonnenen Erkenntnisse regelmaRig nur eingeschrankt auf andere Tierarten oder den Menschen
libertragen werden konnen [Davis 2008, Masopust et al. 2017, Pedersen und Babayan 2011, Perrin
2014, Sellers 2017, t Hart et al. 2015], kdnnen diese Vergleiche allerdings keine Untersuchungen an

dem echten Wildtierreservoir ersetzen. Ein Ziel dieser Arbeit war deshalb, eine Haltung und Zucht der
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Feldspitzmaus zu etablieren, die Infektionsversuche zum Studium der zugrundeliegenden Pathogenese

an Spitzmdusen als Reservoir von BoDV-1 erméglicht [Nobach et al. 2015, Artikel 1].

BoDV-1 als Reservoir-gebundenes RNA-Virus gehort somit zu der groBen Anzahl an Infektionserregern,
die aus einem Wildtierreservoir hinaus zu schweren Krankheitsausbriichen in Haustierpopulationen
und Menschen fiihren [Jones et al. 2008]. Auch die das Jahr 2020 dominierende , Covid-19“-Pandemie,
ausgelost durch das Severe-Acute-Respiratory-Syndrome(SARS)-Coronavirus-2, hat durch eine
Ubertragung aus einem Wildtier auf den Menschen begonnen [Latif und Mukaratirwa 2020, Zhou et
al. 2020]. Zahlreiche andere bedeutende Infektionsgeschehen der letzten Jahre haben in
Wildtierreservoiren sowie mit der initialen Uberschreitung der Speziesbarriere begonnen. Beispiele
sind die Ebolaepidemie von 2015 in Zentralafrika, die Middle-East-Respiratory-Syndrome(MERS)-
Pandemie von 2012 und die SARS-Pandemie von 2002 sowie die fortwahrenden weltweiten
Infektionen mit dem Tollwutvirus und dem West-Nil-Fieber-Virus [Griffin 2010, Jones et al. 2008, Zhu
et al. 2020]. Obwohl diese Infektionsgeschehen Unterschiede bei Ubertragungswegen und
Krankheitsverlaufen zeigen, demonstrieren sie doch die grundlegende Bedeutung von Reservoiren
sowie die Folgen eines Speziesiibertritts auf eine neue Wirtsspezies. Modelle, um die Mechanismen zu
erforschen, die einerseits die Viruspersistenz in den Reservoirspezies erméglichen und andererseits zu
Ubertragungen zu neuen Wirten (spillover-Ereignisse) fiihren, kénnen damit zu grundlegenden
Erkenntnissen fuhren, die zu der Bekampfung und Pravention von vielen schwerwiegenden, teilweise

neu-auftretender Infektionskrankheiten beitragen.

Einzelne andere Infektionserreger haben ebenfalls Reservoire in Spitzmausarten, beispielsweise
Hantaviren aus der Familie der Bunyaviridae, Reservoirarten aus den Ordnungen Rodentia und
Chiroptera sind allerdings haufiger beschrieben [Luis et al. 2013]. Rodentia wie M&use und Ratten in
Endemiegebieten wurden schon in mehreren Studien auf BoDV-1-Infektionen untersucht [Dirrwald et
al. 2006, Kolodziejek et al. 2005] und haben bisher keine Hinweise auf weitere Reservoire von BoDV-1
ergeben. Die Datenlage zu BoDV-1-Infektionen in Fledermausen (Chiroptera) hingegen ist lickenhaft.
Da Fledermause aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften geeignete Reservoire fir viele Viren
darstellen [Calisher et al. 2006, Drexler et al. 2012, Irving et al. 2021] und gleichzeitig der Fund von
Bornavirus-dhnlichen endogenen Elementen im Genom verschiedener Fledermausarten [Belyi et al.
2010, Horie et al. 2010, Horie et al. 2016] auf eine Co-Evolution von Bornaviren und Flederm&usen
hindeutet [Cui und Wang 2015], war ein weiterer Teil der Arbeit, europdische Fledermause auf
Orthobornavirusinfektionen zu untersuchen, um weitere mogliche Reservoirarten zu identifizieren

[Nobach und Herden 2020, Artikel 2].
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Zusammengefasst sollte in dieser Arbeit das Wissen zum Reservoir von BoDV-1 durch zwei wesentliche
erganzende Teile erweitert und wichtige Licken geschlossen werden. Zum einen sollte durch die
Etablierung einer Spitzmaushaltung die Moglichkeit geschaffen werden, die BoDV-1-Infektion in
lebenden Feldspitzmausen, dem schon bekannten Reservoirwirt von BoDV-1, zu untersuchen. Zum
anderen sollte eine mogliche Rolle von Fledermdusen als Reservoir von BoDV-1 geklart werden. Beide
Studien haben so wichtige Beitrage geliefert, die Reservoirsituation von BoDV-1 weiter zu beleuchten,

auch um mogliche Bekdampfungs- und Praventionsstrategien gegen BoDV-1 zu entwickeln.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Definition und Bedeutung von Reservoiren
Seit den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts wird zunehmend von dem weltweiten Phanomen berichtet,

dass neue und zuvor unbekannte Infektionskrankheiten auftreten [Jones 2008, Bedford 2019]. Im
Englischen wird dieses Phanomen ,emerging infectious diseases” (EID) genannt. Dadurch, dass keine
Immunitat in der naiven Population gegen diese neu auftretenden Infektionskrankheiten vorhanden
ist sowie das Wissen zur Pathogenese, Prophylaxe, Bekdmpfung und Therapie gegen neu auftretende
Krankheiten gering ist, stellen sie eine betrachtliche Gefahr fir die Gesundheit der Menschheit dar.
25,4 % dieser EID gehen laut Jones et al. [2008] auf Viren oder Prionen zurlick, andere Studien gehen
von einem Anteil von 37-44 % aus [Cleaveland et al. 2001, Taylor et al. 2001, Woolhouse und Gowtage-
Sequeria 2005]. EID-Ereignisse, die auch auerhalb der wissenschaftlichen Welt Schlagzeilen machten,
sind beispielsweise die SARS-Epidemie von 2002, die MERS-Epidemie von 2012, die Ebola-Epidemie
von 2014 sowie die aktuelle Covid19-Pandemie von 2020 [Wilder-Smith 2021].

Dem Auftreten dieses Phanomens liegen mehrere Faktoren zu Grunde. Durch neue
Diagnostikmethoden werden mehr Krankheitserreger entdeckt und identifiziert [Jones et al. 2008]. Die
globale Vernetzung fihrt weiterhin zu einer erhéhten globalen Ausbreitungsgeschwindigkeit sowie zu
dem Transfer von Krankheitserregern in naive Populationen [Daszak et al. 2000]. Und schlieBlich
besitzt ein GroRteil (70-75 %) dieser auftretenden Infektionserreger ein Reservoir in einer
Wildtierpopulation, von dem aus es in die Haustierpopulation und auf die Menschheit tibertreten kann
[Jones et al. 2008, Recht et al. 2020]. Die Mechanismen des Wirtswechsels, bei dem eine
Speziesbarriere Uberwunden wird, sind dabei bei vielen Krankheitserregern noch unbekannt [Daszak

et al. 2000].

Die Begriffe ,,Reservoir” und ,Reservoirwirt” sind in der Fachwelt etabliert und werden instinktiv
verwendet, dennoch wird liber bestimmte Feinheiten der Begriffe weiterhin diskutiert [Hallmaier-
Wacker et al. 2017]. Die allgemein akzeptierte Definition von , Erregerreservoir” ist eine 6kologische
Nische, in der sich Krankheitserreger sammeln und vermehren kénnen und von der eine erneute
Infektion ausgehen kann [Webster 2016]. Ein Erregerreservoir kann also auch die unbelebte Umwelt
sein. ,,Reservoirwirt” hingegen bezeichnet eine Tierart, die als Wirt fungieren kann, in dem sich ein
Reservoir an Infektionserregern stetig oder langere Zeit halten kann [Webster 2016]. Ashford [1997]
erweiterte den Begriff ,Reservoir, indem er auch Systeme von mehreren Tierarten mit
Infektionsketten als Reservoir bezeichnete [Ashford 1997, 2003]. Dies ist besonders nitzlich bei
Parasiten, die komplexe Infektionsketten mit Neben- und Endwirten zur Entwicklung bendtigen.
Haydon et al. [2002] bezogen in ihre Definition des Begriffes ,Reservoir’ auch mit ein, dass fur

verschiedene Spezies unterschiedliche Quellen existieren kdnnen, von denen die hochste
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Wahrscheinlichkeit einer Infektion ausgeht, und beziehen deswegen das Reservoir immer auf eine
bestimmte Spezies wie beispielsweise den Menschen (den ,Zielwirt”) [Haydon et al. 2002]. Drexler et
al. [2012] definieren Tierreservoire als Gruppen von Tieren, in denen ein Virus in einer hoheren
Diversitat als in anderen Tiergruppen vorkommt, in denen sich das Virus in sozialen Tiergruppen
dauerhaft halt und in denen natirliche Infektionen tber den Kontakt einer sozialen Tiergruppe hinaus
vorkommen [Drexler et al. 2012]. Diese Definition kann gut auf schnell mutierende Viren angewendet

werden, bei einer geringen Varianz des Erregers ist die Anwendbarkeit allerdings begrenzt.

Allen Definitionen von ,Reservoirwirt” ist gemeinsam, dass bestimmte Anforderungen an den
Reservoirwirt gestellt werden. Es missen:

1) naturliche Infektionen mit dem Erreger in dieser Tierart vorkommen,

2) Routen existieren, durch die der Erreger tibertragen werden kann und

3) die Erreger in der Lage sein, Speziesbarrieren zu Uberwinden.

Spezies, in denen natirliche Infektionen vorkommen, die aber durch einen anderen Infektionsverlauf
oder Gewebetropismus nicht zu einer Weiterverbreitung des Erregers beitragen, werden als Fehlwirt

(,,accidental host”) oder Sackgassenwirt (,deadend-host”) bezeichnet [Viana et al. 2014].

Damit Speziesbarrieren berschritten werden kdnnen, missen verschiedene Hirden tUberwunden
werden [Plowright et al. 2017]. Die Art und Haufigkeit der Infektionen im Reservoirwirt, die Art und
Menge der Ausscheidung des Erregers durch den Reservoirwirt sowie die Uberlebensfihigkeit des
Erregers in der Umwelt fliihren zu einer Erregerlast (,pathogen pressure”), der andere Spezies
ausgesetzt sind. Das Verhalten der anderen Spezies beeinflusst weiter die Haufigkeit eines Kontaktes
mit dem Erreger (,exposure”). Die natirlichen mechanischen Barrieren des Korpers wie Haut und
Schleimhdute sowie das Immunsystem beeinflussen schlieBlich, ob die Infektion bei einer
ausreichenden Erregerlast und Kontakthdufigkeit auch in der anderen Spezies erfolgreich verlauft

[Plowright et al. 2017].

Der Verlauf der Infektion im Reservoirwirt kann je nach Erreger unterschiedlich sein. Es gibt
Krankheitserreger, bei denen kein Unterschied im klinischen Verlauf der Infektion zwischen
Reservoirwirt und Zielwirt existiert. Beispielsweise fiihrt die Infektion mit dem Tollwutvirus bei
Reservoirwirten (Fuchs, freilebende Hunde) und bei Zielwirten zu einer todlichen Enzephalitis, die
unterschiedliche Rolle in der Epidemiologie ergibt sich durch die Reservoirwirt-typische Ausbreitung
des Virus in die Speicheldriisen und die dadurch entstehende Ausscheidung und Ubertragung auf den
Zielwirt. Es gibt aber auch eine groRe Anzahl an Krankheitserregern, bei denen die Infektion im
Reservoirwirt subklinisch oder inapparent verlduft und der Erreger nur in Fehlwirten zum Ausbruch
einer Krankheit fihrt [Mandl et al. 2015]. Ein Beispiel hierfir sind Hantaviren, bei denen es im

Reservoirwirt Rotelmaus zu keinen Krankheitssymptomen kommt, das Virus aber mit Exkreten
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ausgeschieden wird und eine fieberhafte systemische Erkrankung mit Blutungen und Nierenversagen
im Zielwirt Mensch ausldsen kann [Schlegel et al. 2012, Ulrich et al. 2013]. Evolutiondr hat dies fur das
Virus den Vorteil, dass im Reservoirwirt keine Selektion auf Erregerresistenz stattfinden muss und sich
das Virus in der Reservoirwirtpopulation verbreiten kann [Carval und Ferriere 2010]. Der Ubertritt in
Fehlwirte ist hierbei ein eher zufilliges Ereignis und nicht Teil der Ubertragungsstrategie. Geférdert
wird der Erhalt des Virus im Reservoir durch persistente Infektionen, die bei vielen Reservoiren mit

subklinischen oder inapparenten Infektionen vorkommen [Oldstone 2006].

Fur eine persistente Infektion ist es notig, dass das Virus zum einen nicht von der Immunantwort des
Wirtes eliminiert wird und dass zum anderen nicht alle Virus-infizierte Zellen durch die Replikation
durch Lyse oder Apoptose zugrunde gehen [Randall und Griffin 2017]. Dabei werden bei vielen
verschiedenen Viren drei grundlegende Prozesse beobachtet: (I) ein Entkommen der
Uberwachungssysteme des Immunsystems des Wirts, so dass die Inmunabwehr sich entweder nicht
effizient bildet oder die Immunabwehr das Virus nicht effizient bekdmpfen kann, (ll) einzigartige
Replikationsstrategien, um die Lyse von infizierten Zellen zu verhindern, und () die Infektion von
spezialisierten Wirtszellen, die haufig mit einer veranderten Funktion der Wirtszelle verbunden ist
[Oldstone 2006, Randall und Griffin 2017]. Beispiele daflir sind Nervenzellen mit veranderter
Neurotransmitterausschittung oder Immunzellen mit verdanderter Zytokinproduktion [Oldstone
2006]. Dadurch koénnen auch bei persistenten Infektionen ohne erkennbare morphologische
Veranderungen im infizierten Gewebe durch Verdanderung der Zellfunktion Stérungen der normalen
Korperfunktionen beobachtet werden [Oldstone 2006]. Auch Bornaviridae und BoDV-1, um das es in
dieser Dissertation geht, nutzen verschiedene Strategien, um eine persistente Infektion zu

ermoglichen (siehe Kapitel 2.2.4 ,Virusproteine von BoDV-1 und mogliche Persistenzmechanismen)).

Je nach Ubertragungshiufigkeit kann die Ubertragung vom Reservoir auf andere Populationen sehr
unterschiedliche Verlaufe haben. Entscheidend ist dafiir die Reproduktionszahl Ro [Viana et al. 2014].
Die Reproduktionszahl Ro gibt die Zahl an Neuinfizierten an, die durch einen Trager infiziert wurden
[Viana et al. 2014]. Ist Ro deutlich gréRer als Eins in einer Population, fuhrt dies zu einer starken
Ausbreitung in der Population und bei damit verbundenen Symptomen zu einer Epidemie. In einem
Szenario, in dem die Wirte Sackgassenwirte darstellen und den Erreger nicht autonom lbertragen, ist
Ro ungefahr gleich Null. Liegt Ro zwischen Null und Eins, fiihrt dies zu kurzen Infektionsketten innerhalb

der Population, der Erreger wird aber nicht in dieser Population erhalten bleiben [Viana et al. 2014].

Daher ist die Interaktion zwischen Erreger und Wirt entscheidend fir den weiteren Verlauf der
Infektion innerhalb des einzelnen Wirtes und der Population. Auf Seiten des Erregers spielt dabei die
Virulenz eine entscheidende Rolle, auf Seiten des Wirtes kénnen zwei grundlegende Prozesse

beobachtet werden, die Resistenz und die Toleranz [Carval und Ferriere 2010, Schneider und Ayres
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2008]. Zum einen kann die Menge an Erregern durch den Wirt reduziert werden, um schadliche
Auswirkungen auf den Organismus des Wirtes zu verringern. Viele Mechanismen der Immunabwehr
des Wirtes, sowohl unspezifische als auch spezifische, tragen dazu bei, Erreger zu erkennen und zu
bekampfen, dies wird als Resistenz (,,resistance”) bezeichnet [Carval und Ferriere 2010, Schneider und
Ayres 2008]. Zum anderen kdnnen Mechanismen aber auch die schadlichen Auswirkungen der
Infektion reduzieren, dies bezeichnet man als Toleranz (,tolerance”) [Carval und Ferriere 2010,
Schneider und Ayres 2008]. Dies geht iber den Toleranzbegriff in der Immunologie hinaus, der sich auf
die Erkennung des Immunsystems von kérpereigenen Antigenen und Stoffen bezieht, und bezieht auch
Mechanismen auRerhalb des Immunsystems mit ein [Schneider und Ayres 2008]. Auf der Seite des
Erregers bezeichnet man das AusmaR der krankmachenden Eigenschaften als Virulenz [Carval und
Ferriere 2010]. Resistenz und Toleranz konnen je nach Erreger und Wirt zusammen oder gegensatzlich
wirken und die Interaktion ist eine Folge der gemeinsamen Koevolution. Dabei fihrt jedoch die
Resistenz zu einer gegensatzlichen Evolution bei Erreger und Wirt, die bei beiden Organismen dazu
fiihrt, die Mechanismen des anderen zu umgehen [Carval und Ferriere 2010]. Liegt der Schwerpunkt
auf der Toleranz, fuhrt dies zu einer gemeinsamen Evolution, die die Mechanismen bei beiden
Organismen ergdnzt [Schneider und Ayres 2008]. Bei vielen Reservoirwirten tiberwiegt die Toleranz
und durch die Koevolution haben sich Erreger und Wirt durch spezifische Interaktionen auf ein
Gleichgewicht eingependelt. Im Gegensatz dazu fehlen diese spezifischen Interaktionen im Fehlwirt
und fihren in diesem zur Krankheit als Folge der Infektion [Schneider und Ayres 2008]. Haufig ist dies
darin begriindet, dass die Koevolution zwischen Erreger und Fehlwirt nicht stattfand, da kein
wiederholter oder dauerhafter Kontakt wahrend der phylogenetischen Entwicklung zwischen Erreger
und Fehlwirt existierte [Woolhouse und Gowtage-Sequeria 2005]. Ein Phdnomen der heutigen Zeit ist,
dass die Lebensweise der Menschen vermehrte Kontakte von Erregern mit neuen Wirten ermdglicht
und damit die Gefahr von Interaktionen erhoht [Daszak et al. 2000]. Dies geschieht beispielsweise
durch den verstarkten Transport von Tieren, die unbekannt mit Erregern infiziert sind, in naive
Populationen oder nicht-endemische Gebiete [Daszak et al. 2000], aber auch durch die ErschlieBung
neuer Gebiete, die vermehrte Interaktionen von Menschen und Wildtieren erméglichen [Machalaba

und Karesh 2017].

25,4 % bis 44 % der EID-Ereignisse sind durch Viren und Prionen ausgel6st [Jones et al. 2008]. Ein
groRer Anteil der Viren mit zoonotischem Potential sind dabei RNA-Viren [Kreuder Johnson et al. 2015].
Gleichzeitig besitzen Viren haufiger ein zoonotisches Potential, wenn sie bei einer hohen Anzahl an
verschiedenen tierischen Wirten vorkommen [Kreuder Johnson et al. 2015]. Dies geht mit einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit einher, dass bei diesen zoonotischen Viren auch Ubertragungen
innerhalb der Menschenpopulation stattfinden kénnen [Kreuder Johnson et al. 2015]. Ursache kann

die erhohte Mutationsrate von RNA-Viren sein [Randall und Griffin 2017, Woolhouse und Gowtage-
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Sequeria 2005], aber auch die Tatsache, dass der Wirtswechsel bei mehreren tierischen Wirten eine
Uberlebensstrategie der Viren sein kann [Woolhouse und Gowtage-Sequeria 2005]. Es gibt mehrere
Beispiele, bei denen Viren mit mehreren Wirten konservierte Rezeptoren mit wenigen Unterschieden
zwischen den Spezies nutzen, beispielsweise das Rabiesvirus, das den nikotinergen
Acetylcholinrezeptor als Eintrittspforte nutzt [Woolhouse und Gowtage-Sequeria 2005]. Aber auch
eine schnelle Adaptation an neue Wirte ist bei verschiedenen Viren als Strategie beschrieben,
beispielsweise bei Anpassungen des Eastern equine encephalitis virus (Togaviridae) an Wirbeltierwirte
und Invertebratenwirte [Weaver et al. 1999]. Im Sinne des ,One-Health“-Gedankens ist es daher
wichtig, die Mechanismen der Wirtswechsel und Ubertragungen auf den Menschen genau zu

untersuchen, um kiinftige Pandemien aus Naturreservoiren besser zu verstehen und zu verhindern.

Die Halfte der auftretenden Virusinfektionen durch RNA-Viren, zu denen auch BoDV-1 gehort, fihren
zu neurologischen Erkrankungen [Griffin 2010]. Dabei werden verschiedene Ubertragungsstrategien
genutzt. So breitete sich das West-Nil-Virus (Flaviviridae) nach der Einfihrung um 1999 auf den
nordamerikanischen Kontinent aus, das Chikungunya-Virus (Togaviridae) fihrte 2005-2007 zu
vermehrten Krankheitsfallen auf Inseln im Indischen Ozean [Griffin 2010]. Bei diesen und anderen
Viren der Gruppe der , Arboviren” findet die Ubertragung iiber blutsaugende Insekten als Vektor statt,
Voraussetzung dafiir ist eine Virdmie bei infizierten Wirbeltieren [Griffin 2010]. Andere Viren haben
neben dem Neurotropismus einen Tropismus zu einem oder mehreren anderen Zielorganen, um die
Ubertragung zu erméglichen. So kann zum Beispiel das Masernvirus (Paramyxoviridae), bei dem
vermutet wird, dass es urspriinglich von einem tierischen Wirt stammt, aber heutzutage von Mensch
zu Mensch libertragen wird, ebenfalls zu neurologischen Erkrankungen fiihren [Griffin 2010, Rota et
al. 2016]. Es tritt ber dendritische Zellen und andere Immunzellen, die den Zielrezeptor ,signalling
lymphocyte activation molecule” besitzen, in den Schleimh&uten ein, vermehrt sich in den regionalen
Lymphknoten, fiihrt zu einer Virdmie und beféllt dann Haut und Atemwege, lber die es ausgeschieden
werden kann [Rota et al. 2016]. Bei Viren wie dem Rabiesvirus (Lyssaviridae), das vorrangig neurotrop
ist [Finke und Conzelmann 2005], erfolgt der Eintritt Gber freie Nervenenden und der Transport
innerhalb des Wirtes retrograd intraaxonal zum zentralem Nervensystem [Finke und Conzelmann
2005]. Fiir die Ubertragung miissen diese Viren allerdings in Epithelien replizieren, um vom Wirt
ausgeschieden zu werden. Ein vereinfachtes Schema der Ubertragungswege findet sich in Abbildung

1.

An diesen Beispielen wird deutlich, dass selbst in der Gruppe der neurotropen Viren vielfaltige
Mechanismen und Strategien zur Replikation und Ubertragung beobachtet werden kénnen. Weiterhin
werden haufig gravierende Unterschiede im Infektionsverlauf zwischen Reservoirwirt und Fehlwirt
beobachtet und erfordern spezielle Studien zur Untersuchung der Reservoirwirte. Da die Mehrzahl der
Reservoirwirte Wildtiere sind, muss dafur entweder eine Studie ,,im Feld” stattfinden oder es missen
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geeignete Modelle im Labor etabliert werden. Feldstudien bedingen meist einen einmaligen oder
mehrmaligen Fang der Untersuchungsobjekte [Choate et al. 1998]. Da bei diesen Untersuchungen die
Untersuchungsbedingungen nur eingeschrankt kontrolliert werden kdnnen und eine gréRere Varianz
auftritt, wird eine gréRere Anzahl an Untersuchungsobjekten fiir eine validierte Auswertung benotigt
[Choate et al. 1998, Pedersen und Babayan 2011]. Bei allen Feldstudien ist der Untersucher
verantwortlich fur die Unversehrtheit der untersuchten Tierpopulationen sowie des Habitats und des
Lebensraumes und muss dafiir unter Umstanden Einschrankungen bei der Planung und Durchfiihrung
der wissenschaftlichen Studie in Kauf nehmen [Choate et al. 1998]. Tiermodelle in einer
Labortierhaltung ermoglichen hingegen im groBeren MaRe die Kontrolle der Versuchsbedingungen
[DFG 2019]. Diese unterliegen heutzutage einem strengen Hygieneregime sowie Auflagen, um im Sinne
des Tierschutzes das Tierwohl im Rahmen des Versuches zu garantieren und die Auswertbarkeit und
Wiederholbarkeit zu garantieren [Choate et al. 1998]. Viele Erkenntnisse wurden und werden daher
an Tiermodellen gewonnen, und auch in ndherer Zukunft wird die Forschung nicht auf Tiermodelle
verzichten kénnen [Genzel et al. 2020]. Aufgrund gemeinsamer Eigenschaften des Tiermodells mit
anderen Populationen werden durch Analogieschliisse diese Erkenntnisse Gbertragen [Sjoberg 2017].
Teilweise wird allerdings Kritik an der Ubertragbarkeit der Ergebnisse geduRert [Davis 2008, Masopust
et al. 2017, Pedersen und Babayan 2011, Perrin 2014, Sellers 2017, t Hart et al. 2015]. Diese Kritik
bezieht sich groRtenteils auf die Ubertragbarkeit von Erkenntnissen von der Maus und anderen
Versuchstieren auf den Menschen aufgrund der Unterschiede zwischen den Arten [Sellers 2017]. Im
gleichen MaRe sollte bei der Ubertragung von Erkenntnissen von einer Art auf eine andere durch
zusitzliche Versuche die Ubertragbarkeit iberpriift werden. Ein zweiter wichtiger Kritikpunkt betrifft
die sauberen kontrollierten Laborbedingungen sowie die Zucht der speziellen Labortierlinien, die die
beobachteten Reaktionen beispielsweise in der Immunologie beeinflussen kénnen [Masopust et al.
2017]. Ein Weg, diese Probleme zu umgehen, kdnnen Tiermodelle sein, die in Art und Bedingungen die
natirlichen Verhaltnisse groRtmoglich widerspiegeln. Die Haltung von Tierarten, die die Reservoire
darstellen, unter Laborbedingungen kann fir bestimmte Fragestellungen eine sinnvolle
Vorgehensweise sein. Es muss dabei bedacht werden, dass die Haltung von wildgefangenen Tieren
Anpassungen im Sinne des Tierwohls an die Standardbedingungen von Labortierhaltungen erfordern

kann [Choate et al. 1998].
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Abbildung 1 — Ausscheidungs- und Ubertragungsméglichkeiten von Pathogenen
bei Reservoirtieren

Ausscheidungs-und Ubertragungs-
moglichkeiten

Hautsekrete
und Hautschuppen

Insekten und Spinnentier
als direkte und indirekte Vekto

Vertikale Ubertragung
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Urin

‘\‘ ) Innerhalb der .
Reservoirpopulation r
ﬁ Zu anderen Wlldtleren Zu Haustle?en
und die Umwelt und Menschen
— M l
_______________ -

Ubertragungswege

Speichel: haufig Vermehrung des Pathogen im Mundraum und Rachen, Speicheldriise, Lunge und
oberer Atmungstrakt (Husten) oder Speiseréhre und Magen (Erbrechen)

Nasale Exkrete und Augensekrete: haufig Vermehrung des Pathogen in Nase, Tranendriise oder
Lunge

Hautsekrete und Hautschuppen: haufig Vermehrung des Pathogen auf oder in der Haut (Epidermis,
Haarbalge, Talgdrisen, SchweiRdrisen)

Urin: haufig Vermehrung des Pathogen in Niere oder Harnblase

Kot: haufig Vermehrung des Pathogen in Magen und Darm oder Leber

Vertikale Ubertragung: Ubertragung der Pathogene im Uterus auf die Nachkommen

Blut: Ubertragung bei Wunden oder durch Vektoren bei Blutnahrung, Voraussetzung ist meist eine
Vermehrung des Pathogens im Blut (bei Viren Virdmie); wichtigster Ubertragungsweg bei den
Arboviren

A) Die Ubertragung iiber einen oder mehrere dieser Wege erméglicht den Erhalt in der
Reservoirpopulation.

B) Bei Ausscheidung des Pathogens in die Umwelt oder Kontakt zu anderen Wildtierpopulationen
kann es zur Infektion weiterer Tierspezies kommen (spillover-event). Wenn sich das Pathogen dort
weiter vermehren und Ubertragen lassen kann, kann dies zu weiteren Reservoiren fiihren.

C) Bei Kontakt zu Haustieren oder Menschen kann es zur Infektion kommen (spillover-event).

D) Zusétzlich zu der Ubertragung von der Reservoirspezies aus kann es moglicherweise zusétzlich zu
Ubertragungen des Pathogens zwischen anderen Wirten kommen.
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2.2 Borna Disease Virus-1

2.2.1. Geschichte der Erforschung der Bornaviren
Die Bornasche Krankheit (Borna Disease, BD) war unter dem Namen ,Hitzige Kopfkrankheit” oder
,Seuchenhafte Gehirn-Riickenmarksentziindung” als Krankheit bei Pferden in Europa schon seit ca.
1700 bekannt [Dirrwald und Ludwig 1997]. Der Name Bornasche Krankheit kommt von bedeutenden
Ausbrichen bei Kavalleriepferden in der Nahe der Stadt Borna in Sachsen, die zwischen 1894-1896
auftraten. Im 20. Jahrhundert wurde durch Zwick und Seifried [Zwick und Seifried 1924, 1925] erstmals
die Virusatiologie der Krankheit bewiesen. Im gleichen Zeitraum wurde das typische histologische
Erscheinungsbild der Krankheit mit einer nicht-eitrigen Enzephalomyelitis beschrieben sowie die
typischen intranukledren Einschlusskorperchen vom Cowdry-B-Typ, die Joest-Degensche
EinschluBkérperchen genannt wurden [Joest und Degen 1909]. In den 70er/80er Jahren des 20.
Jahrhunderts gelang die Anzucht des Virus in der Zellkultur [Danner und Mayr 1973] und das Virus
wurde lange Zeit als einziger Vertreter und Prototyp der Familie der Bornaviridae in der Ordnung
Mononegavirales eingeteilt. In Deutschland zdhlte die BD bis 2011 zu den meldepflichtigen
Tierkrankheiten. Nachdem durch mehrere humane Enzephalitisfdlle mit tédlichem Ausgang der
zoonotische Charakter von BoDV-1 gezeigt wurde, besteht seit Marz 2020 wieder eine Meldepflicht

fir Bornavirusinfektionen der Sdugetiere sowie fir humane Bornavirusinfektionen.

Im Jahr 2007 wurden erstmalig Viren bei Papageienvogeln entdeckt, die mit der Krankheit
neuropathische Driisenmagenerweiterung der Psittazinen (Psittacine Proventricular Dilatation, auch
als avidre bornavirale Ganglioneuritis bezeichnet) assoziiert sind, und als zweite Virusspezies der
Familie hinzugefligt [Honkavuori et al. 2008, Kistler et al. 2008]. In den folgenden Jahren wurden
zahlreiche weitere avidre Bornaviren entdeckt [Kuhn et al. 2015], insbesondere in Papageienvdgeln,
Finken und Wasservogeln. 2014 wurde erstmals ein weiteres Bornavirus in Saugetieren entdeckt, das
Bunthérnchen-Virus  (Variegated squirrel bornavirus 1/VSBV-1). Es wurde bei exotischen
Bunthérnchen (Familie Sciuridae, Unterfamilie Sciurinae), die in Deutschland gehalten wurden,
nachgewiesen [Hoffmann et al. 2015]. Besitzer und Tierpfleger dieser Hornchen erkrankten an einer
todlichen Enzephalitis, die durch das VSBV-1 ausgelost wurde. In weiteren Studien wurde das Virus in
verschiedenen in Zoos und privater Hand gehaltenen Hornchen in Europa gefunden [Schlottau et al.
2017a, Schlottau et al. 2017b]. Das natirliche Reservoir wurde bisher noch nicht entdeckt, wird aber
in Schénhoérnchen in Stidostasien vermutet [Cadar et al. 2021, Schulze et al. 2020]. Diese und weitere
Funde von neuartigen Bornaviren in Schlangen [Hyndman et al. 2018, Stenglein et al. 2014] und Fischen
[Shi et al. 2018] erforderten mehrere umfangreiche Neuklassifizierungen der Familie, die zu der
folgenden Taxomie mit den drei Gattungen Orthobornavirus, Carbovirus und Cultervirus [Afonso et al.

2016, Amarasinghe et al. 2019, Kuhn et al. 2015] fiihrten.
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2.2.2.  Aktuelle Taxonomie von Bornaviren
Die Virusfamilie Bornaviridae gehort zur Virusordnung Mononegavirales [Kuhn et al. 2020]. Alle Viren
der Mononegavirales haben ein lineares, einzelstrangiges nicht-segmentiertes RNA-Genom in
negativer Polaritat [Afonso et al. 2016]. Die anderen Familien, die zu den Mononegavirales gehoren,
sind Artoviridae, Filoviridae, Lispiviridae, Mymonaviridae, Nyamiviridae, Paramyxoviridae,
Pneumoviridae, Rhabdoviridae, Sunviridae und Xinmoviridae [Afonso et al. 2016, Amarasinghe et al.
2018, Amarasinghe et al. 2019, Kuhn et al. 2020]. In diesen Familien sind Viren mit hoher
humanmedizinischer oder tiermedizinischer Bedeutung unter anderem das Marburgvirus und das
Ebolavirus aus der Familie der Filoviridae, das Hendravirus, das Nipahvirus, das Masernvirus, das
Staupevirus und das Virus der atypischen Gefligelpest aus der Familie der Paramyxoviridae sowie das
Tollwutvirus aus der Familie der Rhabdoviridae zu finden. Eine Ubersicht dieser Taxonomie findet sich

in Tabelle 1.

Zur Familie der Bornaviridae (Tabelle 2) gehoren die Genera Orthobornavirus, Carbovirus und
Cultervirus [Kuhn et al. 2020]. Zu dem Genus Carbovirus zahlt man bisher 2 Spezies mit jeweils 1 Virus,
die Spezies Queensland carbovirus mit dem jungle carpet python virus und das Southwest carbovirus
mit dem southwest carpet python virus. Wie der Name andeutet, findet man sie bei bestimmten
Teppichpythonarten [Hyndman et al. 2018]. Zu dem Genus Cultervirus gehort bisher nur die Spezies
Sharpbelly cultervirus mit dem Virus Wuhan sharpbelly bornavirus, das in einem asiatischen
Wildkarpfen (Hemiculter leucisculus) entdeckt wurde [Shi et al. 2018]. Zu dem Genus Orthobornavirus
zahlt man momentan 8 Spezies [Kuhn et al. 2020]. So wurde das Elapid 1 bornavirus in Reptilien
gefunden [Stenglein et al. 2014]. In verschiedenen Wasservogeln wurden Viren des Waterbird 1
bornavirus, in Kanarienvogeln Viren des Passeriform 1 Bornavirus und in Finken das Passeriform 2
bornavirus entdeckt [Kuhn et al. 2015]. In Papageienvogeln findet man Viren des Psittaciform 1
bornavirus und Psittaciform 2 bornavirus, bei denen bestimmte Viren die neuropathische
Drisenmagendilatation der Papageien auslésen [Honkavuori et al. 2008, Kistler et al. 2008,
Piepenbring et al. 2012]. In Sdugetieren gelang bisher der Nachweis von 2 Spezies von
Orthobornaviren. Das Mammalian 1 bornavirus mit dem Borna disease virus 1 (BoDV-1) als Ausldser
der Bornaschen Krankheit war auch Thema der vorliegenden Dissertation. Es gibt einen equinen Fall
mit einer Variante des Virus, deren Sequenz nur zu 85 % identisch zu den restlichen BoDV-1-Isolaten
ist [Nowotny et al. 2000] und die als Borna disease virus 2 (BoDV-2) klassifiziert wurde [Kuhn et al.
2015]. Das Mammalian 2 bornavirus mit dem Bunthornchen-Virus (Variegated squirrel bornavirus

1/VSBV-1) wurde 2014 bei exotischen Bunthérnchen (Familie Sciuridae, Unterfamilie Sciurinae), die in
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Deutschland gehalten wurden, entdeckt [Hoffmann et al. 2015]. Zusatzlich gibt es einzelne Bornaviren,
die aufgrund von fehlendem Virusisolat und daraus resultierendem Mangel an Daten noch nicht
vollstandig klassifiziert sind [Kuhn et al. 2015], dazu gehdéren das parrot bornavirus 6 [Weissenbock et
al. 2009], das avian bornavirus MALL [Kuhn et al. 2015] und das Gaboon viper virus [Horie et al. 2010].
Das Genom der verschiedenen Virusspezies der Gattung Orthobornavirus ist zu ca 75 % ahnlich auf
Nukleotidebene [Kuhn et al. 2015]. Ungewdhnlich an BoDV-1 ist, dass das Genom von Feldisolaten, die
bei verschiedenen Ausbriichen entdeckt werden, stark konserviert und zu lber 95 % gleich auf
Nukleotidebene ist [Kuhn et al. 2015], obwohl RNA-Viren durch eine hohere Fehleranfilligkeit der

Polymerase tiblicherweise eine hohe Mutationsrate aufweisen.
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2.2.3. Genomorganisation von Bornaviren

Bornaviren sind, wie zuvor bereits erwdhnt, RNA-Viren mit einem einzelstrangigen, nicht
segmentiertem RNA-Genom. Die folgenden Darstellungen beziehen sich auf BoDV-1 als am besten
untersuchten Vertreter der Familie und Gegenstand dieser Dissertation. BoDV-1 formt sphérische
behdillte Virionen mit einer GréRe von 80-100nm [Danner und Mayr 1979, Kohno et al. 1999, Richt et
al. 1993]. Im Gegensatz zu anderen RNA-Viren der Ordnung Mononegavirales findet die Replikation
und Transkription im Nukleus der Wirtszellen statt [Herden et al. 2013, Tizard et al. 2016]. Das Genom
von ungefdhr 8,9 Kilobasen-Lange umfasst 3 Transkriptionseinheiten und 6 offene Leserahmen, die fir
mindestens 6 verschiedenen Proteine kodieren. Die offenen Leserahmen (iberlappen sich dabei
teilweise. Nicht-kodierende intergenische Regionen fehlen, am 3‘ und 5 Ende finden sich allerdings
kurze nicht-kodierende Sequenzen. Zusatzlich nutzen Orthobornaviren als zusatzliche Moglichkeit der
Expressionsmodulation das Uberlesen von Transkriptionsterminationssignalen und alternatives
SpleiRen [Ubersicht in Herden et al. 2013, Kojima et al. 2019, Tomonaga et al. 2002]. Die dabei
entstehenden Proteine sind: aus der ersten Transkriptionseinheit das Nukleoprotein N in zwei
Isoformen (p40 und p38), aus der zweiten Transkriptionseinheit das Phosphoprotein P (p24) und das
Nicht-Strukturprotein X (p10) und aus der dritten Transkriptionseinheit das Matrixprotein M (p16), das
Glykoprotein G (p57, glykosyliert gp94), und die RNA-abhéngige RNA-Polymerase L. Die Reihenfolge ist
in Abbildung 2 zu sehen.

Abbildung 2 — Genomorganisation von BoDV-1

1kb 2kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb  8kb

L~ [IP] | G
X [m]

Modifiziert nach Herden et al. 2013

2.2.4. Virusproteine von BoDV-1 und mogliche Persistenzmechanismen
Das Nukleoprotein N stellt 50 % der Proteinmasse in den BoDV-1-Partikeln [Pyper und Clements 1994].
Die 40 kD groRe Isoform von N besitzt eine kurze basische Aminosdurensequenz als ,nuclear
localization signal” (NLS), die fir den Transport in den Nukleus wichtig ist [Kobayashi et al. 1998].
Dieses NLS fehlt bei der 38 kD groRen Isoform von N. Interessanterweise scheinen Unterschiede in
diesem NLS zwischen verschiedenen Orthobornaviridae zur Wirtsspezifitat beizutragen [Komorizono
et al. 2020]. Beide Isoformen von N tragen zusatzlich ein nuclear export signal, welches das

Ausschleusen aus dem Nukleus vermitteln kann [Kobayashi et al. 2001] und das durch das
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Phosphoprotein P maskiert werden kann [Kobayashi et al. 2001, Yanai et al. 2017]. Daneben kann N
zusammen mit dem Phosphoprotein, der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase und Virus-RNA
helikale Ribonukleoproteinkomplexe (RNP) bilden, die alleine schon infektits sein konnen [Cubitt und
de la Torre 1994]. RNP sind unabdingbar fiir Transkription und Replikation [Richt et al. 2007]. P ist
dabei ein Cofaktor der viralen Polymerase [Schneider et al. 2003, Schwemmle et al. 1997]. Es wurde
gezeigt, dass das Verhiltnis von Nukleoprotein und Phosphoprotein die Funktion der Polymerase
moduliert und dies in der akuten und chronischen Phase der Infektion unterschiedlich ist [Perez et al.
2003, Schneider et al. 2004, Schneider et al. 2003]. Zusatzlich tragt auch P ein NLS und ist daher
wahrscheinlich beim Transport in den Nukleus beteiligt [Schwemmle et al. 1998]. Das
Regulationsprotein X bindet an P und reguliert so ebenfalls die Polymeraseaktivitat [Mayer et al. 2005,
Schneider et al. 2003]. Das Matrixprotein M interagiert mit den RNP [Honda und Tomonaga 2013,
Mayer et al. 2005], moduliert aber nicht die Polymeraseaktivitdt [Chase et al. 2007]. Daneben hat es
als stiitzender Bestandteil der Virushiille eine Funktion beim Zusammenbau und Budding der Virionen
[Kraus et al. 2005, Kraus et al. 2001]. Das virale Glykoprotein G ist Bestandteil der Hiille des Virus
[Kohno et al. 1999]. Bei der Bildung der Viruspartikel ist eine Spaltung des Glykoproteins durch Furin,
ein Enzym der Wirtszelle, in zwei Untereinheiten nétig, GP-N und GP-C [Eickmann et al. 2005, Gonzalez-
Dunia et al. 1998, Richt et al. 1998]. Die initiale Infektion neuer Zielzellen wird durch diese beiden
Untereinheiten vermittelt. GP-N bindet an einen oder mehrere unbekannte Zellrezeptoren, das zur
Clathrin-vermittelten energieabhangigen Endozytose fuhrt [Briese et al. 1994, Gonzalez-Dunia et al.
1998, Lennartz et al. 2016]. GP-C vermittelt die nachsten Schritte, den Ubergang in intrazelluldre
Vesikel und die pH-abhangige Fusion mit der Membran von Endosomen [Eickmann et al. 2005,
Gonzalez-Dunia et al. 1998]. Daneben werden als weitere Ubertragungswege zwischen Zellen die
Bildung von freien infektidsen Partikeln sowie eine Rezeptor-unabhingige Ubertragung von
unbehiillten RNP-Komplexen liber zelluldre Verbindungen beschrieben [Cubitt und de la Torre 1994,
Gosztonyi et al. 1993], denen aber laut aktuelleren Studien nur eine geringe Rolle zugeschrieben wird
[Lennartz et al. 2016, Porombka 2006]. Die Verbindung von RNP mit Chromosomen fiihrt zu einer

zusatzlichen Verbreitung wahrend der Mitose [Bonnaud et al. 2015, Matsumoto et al. 2012].

Die Expression der verschiedenen Virusproteine unterscheidet sich im Verlauf der Infektion. Auf
Transkriptionsebene konnte im Rattenmodell gezeigt werden, dass BoDV-1-N-spezifische mRNA drei
Wochen nach der Infektion die héchsten Expressionslevel zeigte, die im weiteren Verlauf geringer
wurden [Porombka 2006, Werner-Keiss et al. 2008]. Die Expression von G blieb weiter auf gleichem
niedrigen Niveau [Porombka 2006]. Gleiche Verhaltnisse wurden in BoDV-1-infizierten primaren
Astrozytenkulturen beobachtet [Kehr 2016]. Daraus wurde gefolgert, dass in frihen Phasen mit einem
hohen Anteil von N die Transkription im Vordergrund steht, wahrend in der chronischen Phase die

Replikation eine zunehmende Rolle spielt [Porombka 2006, Porombka et al. 2008].
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Die persistente BoDV-1-Infektion der Zellen verursacht typischerweise keine Zytolyse [Carbone et al.
1987, Carbone et al. 1991, Morales et al. 1988)]. Durch eine Vielzahl von unterschiedlichen
Mechanismen wird diese Persistenz in der Zelle ermoglicht. Durch vielfdltige Interaktionen der
Virusproteine mit den zelleigenen Slgnalwegen werden so als wichtige Grundpfeiler der Persistenz die
Transkription und Replikation auf einem niedrigen Niveau gehalten, der Zelltod durch Apoptose oder
Lyse der Wirtszelle verhindert und die Erkennung durch das korpereigene Immunsystem erschwert.
Ausfuhrliche Einzelheiten wurden in Tomonaga et al. [2002], Planz et al. [2009] und Tizard et al. [2016]
zusammengefasst. Fur die Regulation der Transkription und Replikation sind beispielsweise die oben
erwdhnten Interaktionen der viralen Proteine N, P und X [Mayer et al. 2005, Perez et al. 2003,
Schneider et al. 2004], aber auch die Nutzung von alternativem SpleiRen und dem Uberlesen von
Transkriptionsterminationssignalen verantwortlich [Herden et al. 2013, Kojima et al. 2019, Tomonaga
et al. 2002]. Zusatzlich interagiert BoDV-1 mit den wirtseigenen Histonen und deren Acetylierung und
fuhrt dabei durch verdnderte epigenetische Signale zu einer reduzierten Replikation des Virus, tragt
aber gleichzeitig zu einer erhéhten Persistenz bei [Bonnaud et al. 2015, Liu et al. 2014, Matsumoto et
al. 2012]. Daneben wird die Apoptose durch verschiedene Mechanismen verhindert. Beispielsweise
verhindert eine Interaktion von BoDV-1-X mit den Mitochondrien eine Aktivierung der Caspase-
abhangigen Apoptose [Honda und Tomonaga 2013, Poenisch et al. 2009] und die Interaktion von
BoDV-1-P mit HMGB-1 (High-motility-group Protein B1) reduziert die Aktivitdt von p53 [Gonzalez-
Dunia et al. 2005, Planz et al. 2009]. Ebenso interagieren BoDV-1-Proteine an verschiedenen Stellen
mit der Phosphokinase C, dem RAF-MEK-Signalweg und dem MAP-Kinase-Signalweg, die an der
Regulation des Zellwachstums beteiligt sind [Planz et al. 2009]. Interaktionen mit dem NFkB-Signalweg
sowie der intrazelluldren Interferon-1-Expression [Bourteele et al. 2005, Planz et al. 2009, Unterstab
et al. 2005] tragen dazu bei, Apoptosen zu verhindern sowie die Immunabwehr zu umgehen. Weitere
Mechanismen, das Immunsystem zu umgehen, beinhalten die posttranskriptionale Kiirzung von viraler
genomischer RNA, damit die ,Pattern Recognition“ Rezeptoren (PRR) und RIG-1-Systeme nicht
aktiviert werden [Habjan et al. 2008] sowie die Nutzung der zelluldren RNA-spezifischen
Adenosindeaminase, um die virale RNA als zelleigene RNA zu tarnen [Yanai et al. 2020]. Diese und
andere komplexe Mechanismen tragen zusammen mit dem Neurotropismus von BoDV-1 mit

intraaxonalem Transport zu der Persistenz im Wirt bei.

2.2.5. Endogene Elemente von Bornaviren
Im Genom verschiedener Tierspezies/Saugetiere wurden DNA-Sequenzen entdeckt, die in der
Basenabfolge eine Ahnlichkeit zu den Genomen der Bornaviren aufweisen. Diese Sequenzen werden
im Allgemeinen als endogene virale Sequenzen oder endogene virale Elemente (EVE) bezeichnet, bei
Bornaviren im speziellen als endogene Bornavirus-dhnliche Elemente (endogeneous borna-like

elements, EBL). Das Phianomen kennt man auch bei anderen Virusfamilien, insbesondere bei
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Retroviren [Jern und Coffin 2008]. Bei Retroviren ist das Umschreiben von viraler RNA in DNA mittels
der reversen Transkriptase ein Bestandteil der viralen Transkriptions- und Replikationsstrategie. Diese
virale DNA kann an verschiedenen Stellen in das Genom des Wirts integriert werden, wobei eine
Praferenz der Retroviren fir bestimmte Genomabschnitte festgestellt wurde [Lewinski et al. 2006].
Geschieht diese Integration in Keimzellen des Wirts, kann das verdanderte Genom mit der viralen
Sequenz an die Nachkommen des Wirts weitergegeben werden. Endogene virale Elemente in Spezies
werden als Beleg gesehen, dass wahrend der phylogenetischen Entwicklung ein Kontakt mit den
Herkunftsviren sowie der Prozess der Koevolution mit Anpassungen bei Wirt und Virus stattgefunden
hat. Dabei haben diese Elemente zum Teil auch verschiedene Funktionen fiir das Virus und den Wirt.
So werden beispielsweise verschiedenen endogenen retroviralen Elemente physiologische Funktionen
in der angeborenen und erworbenen Immunantwort zugesprochen, aber auch in anderen
physiologischen Prozessen im Bereich der Erhaltung der Pluripotenz in pluripotenten Geweben oder
Stammzellen [Parrish und Tomonaga 2016]. Ein haufig zitiertes Beispiel ist das Protein Syncytin, das
eine wichtige Rolle bei der Einnistung von Keimzellen in die Plazenta spielt und dessen Gen auf ein
endogenes retrovirales Element zurlckgefiihrt werden kann [Katzourakis und Gifford 2010, Mi et al.
2000]. Neben diesen positiven oder sogar lebenswichtigen Funktionen von verschiedenen retroviralen
Elementen ist aber auch beschrieben, dass EVE negative Auswirkungen haben kdnnen. So ist bei
einzelnen endogenen retroviralen Elementen beschrieben, dass eine erhohte Expression mit einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit verbunden ist, einen Tumor zu entwickeln [Chen et al. 2019, Xue et al.

2020].

Endogene bornavirale Elemente (EBL) wurden im Genom vieler verschiedener Tierarten entdeckt, vor
allem in Saugetieren wie Menschen und anderen Primaten, Fledermdusen, Nagetieren und Elefanten
(Ordnung: Afrotheria), aber auch in Beuteltieren, Vogeln, Reptilien, Fischen und in Einzelfallen in einer
Insektenart und einer Spinnenart [Belyi et al. 2010, Cui und Wang 2015, Gilbert et al. 2014, Horie et al.
2010, Horie et al. 2013, Hyndman et al. 2018, Katzourakis und Gifford 2010, Mukai et al. 2018]. Dabei
wurden Elemente gefunden, die Ahnlichkeit zu den bornaviralen Genen fiir das Nukleoprotein N, das
Matrixprotein M, das Glykoprotein G und die virale Polymerase L besitzen, endogene Elemente mit
entsprechenden Sequenzen zu dem Phosphoprotein P und dem Regulationsprotein X wurden bisher
nicht gefunden. EBL haben 30-50 % Ahnlichkeit auf Aminosédurelevel zu Genomen der heutigen
Bornaviren [Belyi et al. 2010]. Die Integrationsereignisse sollen vor mindestens 40 Millionen Jahren
stattgefunden haben [Belyi et al. 2010, Horie et al. 2016, Horie und Tomonaga 2019]. Da die Bandbreite
der Tierarten mit EBL deutlich groRer ist als die heute bekannten Wirte von Bornaviren, deutet dies
darauf hin, dass zur Zeit der Integration eine groRere Bandbreite von Wirten von Bornavirusinfektionen
betroffen war und gleichzeitig eine gréRere Anzahl an noch unbekannten Bornaviren existiert haben

[Horie und Tomonaga 2019]. Obwohl die Funktion der meisten EBL bisher unbekannt ist, wird bei
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manchen Uber eine bestimmte Funktion diskutiert [Horie 2017]. So gibt es EBLs, die als DNA-Element
zum Beispiel als Promoter oder Verstirker die Transkription anderer Gene beeinflussen kénnen. Uber
die Entstehung von sogenannter piRNA [Parrish et al. 2015] oder long-noncoding RNA kdnnte Uber die
Regulation von Genen oder direkte Interaktion mit Fremd-RNA die Abwehr der Zelle verandert werden
[Sofuku et al. 2015]. Und schlieRlich kann es tiber EBL, die in Proteine umgeschrieben werden, direkt
zu einer Veranderung der Immunantwort der Zelle kommen [Myers et al. 2016]. Dabei ist zum einen
vorstellbar, dass durch endogene und damit korpereigene virusdhnliche Proteine eine Immuntoleranz
ausgebildet wird. Zum anderen ist vorstellbar und wurde auch bereits bei einem EBL, das bei
gestreiften Baumhdrnchen vorkommt, gezeigt [Fujino et al. 2014], dass das vom EBL kodierte Protein
die Infektion mit exogenen Bornaviren beeinflusst und hemmt. Aufgrund dieser vielfdltigen
Méglichkeiten, durch die EBL mit dem Organismus und insbesondere der Immunabwehr interagieren
koénnen, wird vermutet, dass sie auch eine Rolle in den Reservoirwirten der Bornaviren spielen

kénnten.

2.2.6. BoDV-1-Infektionen als Ursache der Bornaschen Krankheit
Die Bornasche Krankheit ist seit Uber dreihundert Jahren als neurologische Erkrankung von Pferden
und Schafen bekannt (siehe Kapitel 2.2.1 ,,Geschichte der Erforschung der Bornaviren“) und beruht auf
einer durch die BoDV-1-Infektion ausgel6sten, T-Zell-vermittelten, nicht-eitrigen Meningoenzephalitis.
2017 wurde gezeigt, dass eine BoDV-1-Infektion auch beim Menschen zu einer tédlichen Enzephalitis

fiihren kann [Korn et al. 2018, Schlottau et al. 2018].

2.2.6.1. Epidemiologie der Bornaschen Krankheit
Bis in die 60er Jahre des 20. Jahrhunderts trat die Bornasche Krankheit in periodischen Epidemien auf,
seitdem ist sie mehr eine sporadisch und endemisch auftretende Krankheit [Dirrwald et al. 2006].
Auch wenn es eine Seropravalenz von 11.5 % bei Pferden in Deutschland gibt, ist die Seroprévalenz in
Endemiegebieten mit 22 % hoher und liegt in Pferdestallen, in denen Tiere an der Bornaschen
Krankheit erkrankt sind, bei Uber 50 % [Grabner et al. 2002, Herzog et al. 1994]. Endemische Gebiete
sind Regionen in Bayern, Sachsen-Anhalt und Sachsen sowie in Baden-Wirttemberg, Niedersachsen,
Thiringen, Hessen und Brandenburg, in der Schweiz, in Lichtenstein [Kolodziejek et al. 2005] sowie in
Vorarlberg und Oberdsterreich [Weissenbock et al. 2017]. Durch den zunehmenden Pferdetransport
und Verkauf auch Uber Staatsgrenzen hinweg gibt es einzelne Berichte von Bornascher Krankheit
auBerhalb dieser Gebiete, beispielsweise in England [Priestnall et al. 2011]. Da dies aber meist
Einzelfalle mit vermutetem Import aus endemischen Gebieten sind oder auf serologischen Nachweisen
beruhen [Bjornsdottir et al. 2013, Kinnunen et al. 2007], liegen alle bestatigten endemischen Gebiete

innerhalb Zentraleuropas [Dirrwald et al. 2007, Kolodziejek et al. 2005].
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Feldisolate von BoDV-1 kdnnen unabhdangig von der Tierart, aus der sie isoliert wurden, den
geographischen endemischen Gegenden zugeordnet werden. Hier zeigen sich 5 verschiedene Cluster
(Abbildung 3) [Kolodziejek et al. 2005]. Deswegen ist zu vermuten, dass das Virus nicht von einem
erkrankten Tier zum nachsten Ubertragen wird, sondern ein ortsgebundenes Reservoir aulerhalb der

erkrankten Tiere vorliegt.

Abbildung 3 — Endemiegebiete der Bornaschen Krankheit

Modifiziert nach Ebinger et al. 2021 und Kolodziejek et al. 2005

Die Inzidenz der Bornaschen Krankheit zeigt in verschiedenen Untersuchungen eine Haufung in
Frihjahr und Sommer [Durrwald et al. 2006, Reichelt 2009]. Diese jahreszeitliche Schwankung ist
unabhéngig von Gegend und Tierart [Diirrwald et al. 2006]. Da die Inkubationszeit auf mehrere Monate
geschatzt wird [Herden et al. 2013, Katz et al. 1998], deutet das auf eine erhohte Infektionsgefahr im
Herbst und Winter hin. Zusatzlich zeigt sich eine Haufung der Krankheitsfélle in bestimmten Jahren,
ebenso unabhéangig von Gegend und Tierart [Dirrwald et al. 2006]. Dies deutet auf ein Reservoir des
Erregers hin, das zum einen ortsgebunden an die endemischen Gebiete ist, zum anderen aber
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ortsungebunden Schwankungen zwischen den Jahren unterliegt. Ein oder mehrere Wildtierreservoire
wiirden diese epidemiologischen Besonderheiten der Bornaschen Krankheit erkldren [Dirrwald et al.

2006].

2.2.6.2. Mogliche Reservoire von BoDV-1

Da BoDV-1-Infektionen in einer Vielzahl von Tierarten festgestellt wurden, sind ebenso viele Tierarten
als Reservoir vorstellbar. Da allerdings bei der klassischen Bornaschen Krankheit beim Fehlwirt keine
Virusausscheidung beobachtet wird [Grabner et al. 2002, Herden et al. 2013], sind insbesondere
Wildtiere interessant, bei denen beobachtete Besonderheiten der BoDV-1-Infektion eine

Reservoirfunktion wahrscheinlich macht.

In der Feldspitzmaus (Crocidura leucodon) wurden in den letzten Jahren naturliche BoDV-1-Infektionen
in verschiedenen Endemiegebieten gefunden. Zuerst wurden in einem endemischen Gebiet in der
Schweiz mehrere infizierte Feldspitzmause entdeckt [Hilbe et al. 2006, Puorger et al. 2010]. In der Folge
wurden auch in weiteren Gebieten in Bayern [Bourg et al. 2013], Sachsen-Anhalt und Sachsen
[Diirrwald et al. 2014] sowie in Osterreich infizierte Feldspitzmause [Weissenbock et al. 2017]
nachgewiesen. Neben direktem Virusnachweis wurden auch virusspezifische Serumantikdrper bei
Feldspitzmausen in endemischen Gebieten gefunden [Bourg et al. 2013], sodass die Feldspitzmaus als
ein Reservoir fir BoDV-1 angesehen werden kann. Auch andere Spitzmausarten wurden daraufhin
verstirkt untersucht. Dabei fand man in einer Waldspitzmaus (Sorex araneus) in Osterreich BoDV-1
RNA im zentralen Nervensystem [Weissenbdck et al. 2017]. Virusspezifische Serumantikérper gegen
BoDV-1 fanden sich weiterhin bei zwei Hausspitzmausen (Crocidura russula), zwei Waldspitzmausen
(Sorex araneus) und einer Zwergspitzmaus (Sorex minutus) aus endemischen Gebieten [Bourg 2018].
Daher erscheint es moéglich, dass auch andere Spitzmausarten in endemischen Gebieten ein Reservoir

fir BoDV-1 darstellen kénnten.

Eine Besonderheit der Infektion bei der Feldspitzmaus im Vergleich zu dem Verlauf bei
Haussaugetieren ist, dass sich die Virusinfektion nicht auf das Nervensystem beschrankt, sondern sich
das Virus disseminiert im gesamten Tierkorper auch in epithelialen und mesenchymalen Zellen
verschiedener Organe nachweisen lasst [Bourg et al. 2013, Durrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010].
Dies ahnelt der experimentellen BoDV-1-Infektion von neonatalen immuntoleranten Lewisratten

[Herzog et al. 1984, Morales 1988].

Bei experimentell mit BoDV-1 infizierten Lewisratten ist der Unterschied im Verlauf der Infektion in
Abhéangigkeit des Alters und des Immunstatus zum Zeitpunkt der Infektion schon lange bekannt
[Herzog et al. 1984, Narayan et al. 1983, Pletnikov et al. 1999, Rubin et al. 1999]. Adulte Lewisratten

zeigen bei experimenteller Infektion unabhangig von der Infektionsroute einen biphasischen
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Krankheitsverlauf mit nicht-eitriger Enzephalitis und typischen neurologischen Symptomen [Narayan
et al. 1983]. Dies dhnelt dem Krankheitsverlauf der Bornaschen Krankheit bei Fehlwirten wie dem Pferd
oder auch den humanen Infektionen [Herden et al. 2013]. Infiziert man hingegen Lewisratten in den
ersten Lebenstagen, fihrt dies zu einer Ausbreitung des Virus im Korper, aber nicht zu einer
Entziindung oder zu Symptomen [Herzog et al. 1984]. Eine Enzephalitis findet man nicht, allerdings
kénnen transiente Zytokinerhéhungen sowie Veranderungen der Neuroarchitektur mit Verlust von
Neuronen im Hippocampus und damit einhergehende Lern- und Verhaltensstérungen beobachtet
werden [Pletnikov et al. 1999, Rubin et al. 1999, Weissenbdck et al. 2000]. Das Virus kann zusatzlich
zum Nervensystem auch in Epithelien von verschiedenen Organen wie Niere, Lunge und Harnblase
nachgewiesen werden [Herzog et al. 1984, Morales 1988]. Neonatal infizierte Lewisratten scheiden
nach 30 Tagen nach der intrazerebralen Infektion infektiose Viren im Urin aus [Herzog et al. 1984,
Morales et al. 1988]. Damit zeigen sie ein wichtiges Kriterium, um als Ubertrager von BoDV-1 fungieren
zu kénnen. Da zum damaligen Zeitpunkt alle anderen Tiere, die mit BoDV-1 infiziert werden konnten,
aufgrund fehlender Ausscheidung sich als Sackgassenwirte erwiesen hatten, waren Ratten die
Hauptverdachtigen als Wildtierreservoir [Sauder und Staeheli 2003]. In Freilanduntersuchungen
konnten allerdings keine natirlichen BoDV-1-Infektionen bei Ratten gefunden werden [Kolodziejek et
al. 2005, Vahlenkamp et al. 2002]. Da sich die Verteilung des Virus bei experimentell infizierten
neonatalen Lewisratten und natlrlich infizierten Feldspitzmdusen dhnelt, wurde bereits in ersten
Publikationen vermutet, dass auch Feldspitzmause das Virus ausscheiden konnen und damit als

Ubertrager fungieren kénnen [Bourg et al. 2013, Diirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010].

Aufgrund des Nachweises von BoDV-1-Serumantikdrpern in Rotelmdusen in Schweden [Kinnunen et
al. 2007] wurden Rotelmduse (Myodes glareolus) intrazerebral mit BoDV-1 infiziert [Kinnunen et al.
2011]. Die infizierten Rotelmause zeigten auch eine Virusausbreitung sowohl im Nervensystem als
auchin den peripheren Organen. Aufgrund dieses Verteilungsmusters kdnnten Rotelmause daher auch
als Virusbertrager in Frage kommen. Allerdings wurden bei weiteren Freilanduntersuchungen in
anderen Gebieten weder weitere serologisch-positive Rotelmduse noch BoDV-1 in Roételmdusen
nachgewiesen [Bourg 2018, Bourg et al. 2013, Diirrwald et al. 2006]. Da die initial serologisch-positiven
Rotelmduse nicht aus den Endemiegebieten der Bornaschen Krankheit stammen, ist auch eine

Infektion mit anderen, noch unbekannten Bornaviren nicht ausgeschlossen.

Verschiedene andere Wildtiere, die in endemischen Gebieten vorkommen, wurden auch bereits auf
BoDV-1-Infektionen untersucht, um weitere potenzielle Reservoire zu finden. Dauphin et al. wiesen
mittels RT-PCR zwei BoDV-1-positive Fiichse nach [Dauphin et al. 2002], diese Funde sind aber
umstritten, da die Ergebnisse in anderen Laboren nicht wiederholt werden konnten [Dauphin et al.
2002] und es keine weiteren Hinweise auf ein endemisches Gebiet in Frankreich gibt. Bourg et al.
entdeckten in 37 von 225 Fiichsen BoDV-1-spezifische Serumantikérper [Bourg et al. 2016]. Da diese
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seropositiven Tiere aber sowohl in endemischen als auch nicht-endemischen Gebieten auftraten, ist
eine Kreuzreaktion mit anderen, noch unbekannten Bornaviren als Ursache vorstellbar. Diarrwald
untersuchte in einer Studie Katzen, Hunde, Fiichse, Dachse, Marder, Hasen, Eichhérnchen,
Wildschweine und Hausmause und fand keine infizierten Wildtiere [Kolodziejek et al. 2005]. Weitere
Kleinsauger wurden von Bourg untersucht, dabei wurden virusspezifische Serumantikérper bei zwei
Hausmdausen (Mus musculus), einer Waldmaus (Apodemus sylvaticus), einer Zwergmaus (Musculus
minutus) und einer Wihlmaus (Microtus species) gefunden [Bourg 2018]. Zusammengefasst kann man
sagen, dass es bei verschiedenen Wildtieren zusatzlich zu der Feldspitzmaus Hinweise gibt, dass sie
Kontakt zu Bornaviren haben kdnnten, durch das Fehlen weiterer BoDV-1-Virusnachweise ein Beleg

fir ein Reservoir aber nicht gegeben ist.

Vogel sind fiir manche Viren wichtige Reservoire [Dirrwald et al. 2006, Nabi et al. 2021], beispielsweise
spielen sie eine wichtige Rolle als Reservoir der avidren Influenza [Berg et al. 2001, Nabi et al. 2021].
Obwohl die hohe Mobilitdt von fliegenden Lebewesen dem streng endemischen Charakter der BD
widerspricht, konnten durch zusatzliche ortsgebundene Faktoren wie beispielsweise Praferenzen bei
Nestern auch bei einem Vogelreservoir die beobachteten endemischen Gebiete erklart werden. Vor
der Entdeckung von vogelspezifischen Bornaviren wurden Wildvégel wie Enten auf BoDV-1 mit
einzelnen positiven Nachweisen untersucht [Berg et al. 2001]. Diese Funde sollten mit dem heutigen
Wissen Gber Orthobornaviren bei Wasservogeln erneut tberprift werden. Auch BoDV-1-spezifische
Antikorper bei Tieren auRerhalb der endemischen Gebiete kdnnen auf eine Kreuzreaktion mit avidren
Bornaviren zuriickgehen [Bjornsdottir et al. 2013]. Die gleichen Uberlegungen zur Mobilitit gelten
neben Voégeln auch fir Fledermause. Da diese fliegenden Saugetiere aber neben Nagetieren die
Tiergruppe darstellen, die am haufigsten als Virusreservoir fungiert [Luis et al. 2013], wird auf die
Beziehung zu Bornaviren spater genauer eingegangen (siehe Kapitel 2.4.4 ,Bisherige Kenntnisse zu

Bornavirusinfektionen bei Fledermausen®).

Neben dem einfachen Szenario, dass das Reservoir von BoDV-1 in der Population einer Wildtierart
liegt, innerhalb der es durch Infektionen und direkte Ubertragung aufrechterhalten wird und es durch
direkten Kontakt zu anderen Tieren zu Infektionen von Fehlwirten kommt, kann man sich auch
kompliziertere Szenarien mit mehreren Wirten und belebten und unbelebten Vektoren vorstellen. Die
ungewdhnliche Stabilitdt des Genoms konnte auf die Beteiligung von mehreren Wirten hinweisen
[Dirrwald et al. 2006]. Bei Arboviren sind blutsaugende Insekten als belebter Vektor bekannt und
unabdingbar fir die Replikation der Viren. Allerdings sind solche komplizierteren Infektionsketten bei
anderen Viren der Gruppe Mononegavirales nicht bekannt. Theoretisch besteht bei BoDV-1 die
Maoglichkeit, dass Insekten, Spinnentiere oder andere Gliedertiere eine Rolle als Zwischenwirt oder
Vektor spielen. In einzelnen untersuchten Regenwiirmern aus Stdllen mit BD konnte kein Virus
nachgewiesen werden [Dirrwald et al. 2014]. Eine gezielte perorale Infektion von Zecken (Ixodes
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ricinus) zeigte, dass das Virus in ihnen innerhalb von 15 Tagen nicht mehr nachweisbar war, es keinen
Hinweis auf eine Replikation in Zecken gab und sie daher wahrscheinlich auch keine Rolle bei der
Ubertragung spielen [Schindler 2004]. Schon in friihen Infektionsversuchen konnte nachgewiesen
werden, dass mit Blut von infizierten Tieren (Kaninchen, Pferde, Schafe) das Virus nicht tibertragen
werden kann [Zwick et al. 1927, Zwick und Witte 1931]. Eine Ubertragung durch blutsaugende Insekten
ist daher unwahrscheinlich. Bei diesen Versuchen wurden Fehlwirte als Virusquelle verwendet, bei
denen das Virus den starken Neurotropismus zeigt und die keine Virdmie aufweisen. Auch bei
Reservoirwirten gibt es bisher keine Belege fir eine Viramie. Der Tropismus des Virus zu
Hautanhangsgebilden wie Haarwurzeln oder Talgdriisen sowie dem Epithel kdnnte aber komplexere
Ubertragungsketten mit Beteiligung von Hautparasiten méglich machen. Solche Ubertragungswege
sind selten bei anderen Viren beschrieben, bei SARS-CoV-2 wird beispielsweise diskutiert, ob eine

Ubertragung durch humane Ektoparasiten (Demodex sp.) ein Faktor sein kann [Tatu et al. 2021].

2.2.6.3. Wirtsspektrum der Bornaschen Krankheit

Die hochste Inzidenz an Krankheitsfallen der Bornaschen Krankheit findet man bei Pferden. Zwischen
1896 und 1940 sind beispielsweise im Bundesland Sachsen 16600 Pferde an der Bornaschen Krankheit
verstorben. Die Krankheitsausbriiche zeigten meist einen epidemischen Charakter [Dirrwald et al.
2006]. In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts nahm die Inzidenz pro Jahr immer mehr ab [Dirrwald
et al. 2006]. Im Bundesland Bayern gab es zwischen 1990 und 2008 451 gemeldete Krankheitsfalle
[Reichelt 2009].

Neben Pferden kam die Krankheit gehauft bei Schafen vor [Dirrwald et al. 2006, Vahlenkamp et al.
2002]. Obwohl im 20. Jahrhundert bei Schafen im Gegensatz zu Pferden die Tierzahl in endemischen
Gebieten auf gleichem Niveau blieb und sich nicht verringerte, konnte auch hier eine Abnahme der
Inzidenz beobachtet werden [Dirrwald et al. 2006]. Daneben gibt es einzelne Fallberichte von Eseln,
Ziegen [Dirrwald et al. 2006], Rindern [Caplazi et al. 1994] und Neuweltkameliden [Dirrwald et al.
2006, Jacobsen et al. 2010, Malbon et al. 2021, Schulze et al. 2020], sowie Kaninchen, Hirschen und
Zootieren (Faultier, Zwergnilpferd) [Dirrwald et al. 2006]. Bei Katzen wird BoDV-1 im Zusammenhang
mit der sogenannten ,Staggering Disease” beschrieben, die Atiologie ist aber aufgrund der fehlenden
Zugehorigkeit zu endemischen Gebieten umstritten [Lundgren et al. 1995, Wensman et al. 2014].
Insgesamt scheint die Krankheit sporadisch bei vielen Saugetieren auftreten zu kénnen. Ob die
Haufung bei Pferden und Schafen aufgrund einer besonderen Empfanglichkeit gegentiber dem Virus

oder aufgrund einer starkeren Exposition mit dem Virus zusammenhangt, ist nicht bekannt.
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2.2.6.4. Symptome der Bornaschen Krankheit

Die Bornasche Krankheit kann akut bis subakut verlaufen; selten treten chronische Verlaufe auf. Durch
das groRBe Wirtsspektrum kann die Ausprdgung der Krankheit zwischen verschiedenen Spezies
variieren, am besten dokumentiert sind die Symptome bei Equiden. Durch die Varianz in den am
starksten betroffenen Gehirnarealen kénnen auch die beobachteten Symptome zwischen betroffenen
Tieren einer Spezies variieren [Grabner et al. 2002]. Als extraneuronale Symptome werden
therapieresistentes, wiederkehrendes Fieber sowie eine Stérung der Futter- und Wasseraufnahme
beobachtet [Grabner et al. 2002]. Neurologische Symptome kénnen in Storungen des Verhaltens
(,Pfeifenrauchen”, Vorwirtsdringen, Ubererregbarkeit, Aggressivitit) und des Bewusstseins
(Depression, Apathie, Somnolenz, Stupor), in Veranderungen des Bewegungsablaufs (Ataxie, Stérung
der Bewegungskoordination und Propriozeption), in Ausfdlle von Hirnnerven (Dysphagie,
Fazialisparese, Nystagmus, Strabismus) und Krampfanfalle eingeteilt werden [Grabner et al. 2002,

Herden et al. 2013].

Bei erkrankten Pferden tritt gewdhnlich 1-6 Wochen nach erstem Beobachten der Symptome der Tod
ein. Die Inkubationszeit nach experimenteller intrazerebraler Infektion bei drei Ponys war 15-26 Tage
[Katz et al. 1998], nach natirlichen Infektionen rechnet man mit 2-6 Monaten [Herden et al. 2013,

Priestnall et al. 2011].

2.2.6.5. Labormethoden zum Nachweis von BoDV-1-Infektionen

Zur Diagnose einer BD konnen verschiedene Nachweismethoden genutzt werden. Bei Fehlwirten
kénnen die histopathologischen Veridnderungen Hinweise geben, andere Atiologien als Ursachen einer
Enzephalitis kommen aber als Differentialdiagnosen in Betracht [Herden et al. 2013]. Daher steht der
Erregernachweis im Vordergrund. Genutzt werden kdnnen BoDV-1-spezifische RT-PCR-Assays zum
Nachweis von BoDV-1-RNA, die vor allem die stark exprimierten Transkripte des BoDV-1-
Nukleoproteins und des BoDV-1-Phosphoproteins amplifizieren [Schindler et al. 2007]. Zusatzlich
wurden RT-PCR-Assays entwickelt, die neben BoDV-1 die entsprechenden RNA-Abschnitte von
anderen Orthobornaviren erkennen [Hoffmann et al. 2015]. Die RT-PCR hat eine Sensitivitat von 100 %,
wahrend die Virusisolation mittels Anzucht von infektiosem Virus eine Sensitivitdt von 87 % hat
[Grabner et al. 2002]. Dabei werden empfangliche Zellen wie beispielsweise primare
Kaninchengehirnzellen (Rabbit Embryonic Brain Cells) mit homogenisierten Probenmaterial inokuliert
und die Infektionen nach mindestens einer Passage der Zellen nachgewiesen [Herzog et al. 2010,
Herzog und Rott 1980]. Die geringere Sensitivitat ist groRtenteils auf den Zustand des Probenmaterials

zuriickzuftihren [Grabner et al. 2002].

Zur Bestatigung kann mittels Sequenzierung die virale RNA-Sequenz eines nachgewiesenen Virus

bestimmt werden [Kolodziejek et al. 2005, Weissenbock et al. 2017]. Dies ermoglicht auch die
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Durchfiihrung phylogenetischer Studien, bei denen die Sequenz mit anderen veroffentlichten BoDV-1-

Sequenzen verglichen wird [Dirrwald et al. 2007].

Neben diesen Untersuchungen an homogenisiertem Probenmaterial kann BoDV-1 auch direkt auf
Gewebeschnitten nachgewiesen werden. Zum Nachweis von viralem Antigen kann die
Immunhistochemie verwendet werden. Diese Methode ist bei der Verwendung von monoklonalen
Antikdrpern wie beispielsweise dem Antikdrper Bo18, der das BoDV-1-Nukleoprotein erkennt [Herden
et al. 2000, Werner-Keiss et al. 2008] sehr spezifisch. Es sind aber einzelne Mutationen bei BoDV-1
bekannt, durch die die Epitope nicht mehr erkannt werden, was zu falsch negativen Ergebnissen fiihren
kann [Richt et al. 2007]. Die Verwendung von polyklonalen Antikérpern kann durch die Nutzung
mehrerer Epitope dieses Problem umgehen. Teilweise wurde dabei aber eine Kreuzreaktivitdat zu
anderen Orthobornaviren beobachtet [Hoffmann et al. 2015, Piepenbring et al. 2012]. BoDV-1-RNA im
Gewebe kann mittels in-situ-Hybridisierung dargestellt werden [Werner-Keiss et al. 2008], dabei ist
durch die Verwendung von verschieden gerichteten Sonden die Darstellung der Expression von viraler
mRNA mittels einer ,,antisense“-Sonde und die Darstellung von genomischer RNA von BoDV-1 mittels

einer ,sense“-Sonde moglich [Bourg 2018, Werner-Keiss et al. 2008].

Neben diesen direkten Nachweisen des Virus werden auch verschiedene indirekte Nachweismethoden
fur Antikérper gegen BoDV-1 verwendet. Goldstandard ist der indirekte Immunofluoreszenztest (lIFT)
mit einer Sensitivitdt von 88 % [Grabner et al. 2002, Herzog et al. 2010, Herzog und Rott 1980].

Immunoblots kénnen als Ergdnzung oder zur Bestatigung verwendet werden [Tappe et al. 2019b].

Der direkte Nachweis benétigt infiziertes Gewebe, daher kann er haufig erst post mortem angewendet
werden, wenn Proben von Gehirnarealen gewonnen werden kdnnen. Mittels RT-PCR kann auch im
Liquor cerebrospinalis BoDV-1 bei infizierten Tieren nachgewiesen werden, die Sensitivitdt betragt
hierbei allerdings nur 28 % [Grabner et al. 2002]. Intra vitam werden daher haufig indirekte Nachweise
verwendet. Hierbei ist ein Antikérpertiter im Liquor cerebrospinalis bei bestehender Blut-Hirn-
Schranke ein deutliches Zeichen einer akuten BoDV-1-Infektion [Grabner et al. 2002]. Ebenso deutet
ein Titeranstieg im Serum um drei bis vier Stufen auf eine akute BoDV-1-Infektion hin [Grabner et al.
2002]. Ein Serumtiter ohne weitere Symptome oder Anhaltspunkte deutet nicht auf eine akute BoDV-
1-Infektion hin, da eine Seropravalenz von bis zu 11,5 % auch auBerhalb endemischer Gebiete
gefunden werden kann [Herzog et al. 1994]. Ursache kénnte eine Kreuzreaktivitdt mit anderen

Bornaviren sein [Bjornsdottir et al. 2013].
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2.2.6.6. Charakteristika der BoDV-1-Infektion im Fehlwirt

Wie im Abschnitt ,Epidemiologie der Bornaschen Krankheit” (Kapitel 2.2.6.1) beschrieben, sprechen
phylogenetische Untersuchungen fiir unabhingige Spilloverevents bei den Ubertragungen vom
Reservoir auf den Fehlwirt [Dirrwald et al. 2006]. Als wahrscheinlichste Eintrittspforte wird bei
Pferden und anderen Fehlwirten das olfaktorische Epithel angesehen [Kupke et al. 2019]. Ein Eintritt
des Virus in die Nase Uber infektiose Staube ist bei Hantaviren beschrieben [Schwarz et al. 2009] und
auch bei BoDV-1 vorstellbar [Bourg et al. 2013, Kupke et al. 2019]. Uber intraaxonalen retrograden
Transport verbreitet sich das Virus dann tiber olfaktorische Bahnen ins limbische System [Carbone et
al. 1987, Shankar et al. 1992] und weiter in Regionen im gesamten Gehirn [Herden et al. 2013].
Zielzellen des BoDV-1 sind Neurone und Astrozyten, daneben konnen auch andere Zellen wie
Oligodendrozyten oder Ependymzellen infiziert werden [Herden et al. 2013]. Das Virus findet man
bevorzugt in bestimmten Regionen wie dem Hippocampus, dem Nucleus caudatus, dem Thalamus,
dem Bulbus olfactorius, dem basalen Kortex und den periventrikuldren Regionen der Medulla
oblongata. Zu spateren Zeitpunkten nach der Infektion breitet es sich in andere Regionen des
Nervensystems wie das Kleinhirn und das Riickenmark aus [de la Torre 2002, Herden et al. 2013,
Narayan et al. 1983, Tizard et al. 2016]. Als Folge einer T-Zell-vermittelten Immunpathogenese findet
man eine ausgepragte nicht-eitrige Meningoenzephalitis mit perivaskuldren und parenchymatdsen
Infiltraten im zentralen Nervensystem, die von einer Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia
begleitet wird [Algermissen 2010, Herden et al. 2013, Herden et al. 2005, Narayan et al. 1983].
Charakteristisch sind intranukledre eosinophile kleine Einschlusskdrperchen vom Typ Cowdry B in
Neuronen und Astrozyten, die sogenannten Joest-Degensche Einschlusskorperchen [Joest und Degen

1909].

Die Entziindungsreaktion als Folge einer BoDV-1-Infektion wurde in verschiedenen Tiermodellen
intensiv untersucht, der zugrundeliegende Mechanismus im Fehlwirt ist eine T-Zell-vermittelte
Immunreaktion. Die zellularen Infiltrate bestehen aus CD4- und CD8-T-Lymphozyten mit Makrophagen
sowie zu spateren Zeitpunkten B-Lymphozyten und Plasmazellen [Deschl et al. 1990, Narayan et al.
1983]. CD4-T-Lymphozyten dominieren hierbei im Vergleich zu CD8-T-Lymphozyten [Deschl et al.
1990], die CD4-T-Lymphozyten liegen vermehrt in den perivaskuldren Infiltraten, wahrend CD8-T-
Lymphozyten auch im Gewebe gefunden werden [Bilzer et al. 1995, Deschl et al. 1990]. Die Bedeutung
der T-Lymphozyten fiir die Pathogenese wurde in verschiedenen Studien bestatigt. Zum einen flhrt
die Infektion von immun-inkompetenten, immunsupprimierten Ratten oder Ratten ohne Thymus zu
keinen Krankheitsanzeichen [Narayan et al. 1983]. Zum anderen |st die Ubertragung von Zellen aus
der Milz erkrankter Ratten oder BoDV-1-spezifischer CD4-T-Lymphozyten-Zelllinien die Krankheit aus
[Narayan et al. 1983, Richt et al. 1994, Stitz et al. 2002].
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B-Lymphozyten scheinen keine entscheidende Rolle fir den Krankheitsverlauf zu spielen. Infizierte
Tiere produzieren virusspezifische Serumantikdrper, insbesondere gegen N und P, die aber nicht
neutralisierend wirken, und in spateren Phasen in geringerer Menge gegen G und M [Briese et al. 1995,
Furrer et al. 2001, Stitz et al. 1998]. Den in spateren Phasen der Infektion produzierten
Serumantikorpern gegen G und M wird eine neutralisierende Wirkung zugesprochen [Furrer et al.
2001, Stitz et al. 1998]. In Rattenversuchen tragen sie dazu bei, die Virusinfektion auf das

Nervensystem zu beschranken [Furrer et al. 2001, Stitz et al. 1998].

Sowohl Gehirnzellen als auch Entziindungszellen schiitten Zytokine aus, die in der Anfangsphase der
Infektion unter anderem aus Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Interleukin-1, -2, -6 und Interferon-gamma
bestehen und zu einer klassischen M1-Aktivierung von Mikroglia fihren [Hatalski et al. 1998, Jha et al.
2016, Shankar et al. 1992]. In spdteren Phasen mit geringerer Entziindungsreaktion findet man
niedrigere Level an TNF und hohere Level an Interleukin-4, was als Wechsel von Th1l zu einer Th2-
Antwort interpretiert werden kann [Hatalski et al. 1998]. Aktivierte Astrozyten und Mikroglia kdnnen
bereits in friihen Phasen der Infektion festgestellt werden [Deschl et al. 1990, Herden et al. 2005]. Die
Gliaaktivierung bleibt auch in spéteren Phasen der Infektion, obwohl die Entziindungszellinfiltrate
zuriick gehen [Deschl et al. 1990, Herden et al. 2005]. Die Ausschiittung von reaktiven
Stickstoffverbindungen durch aktivierte Mikroglia tragt zu den Schdden im Gehirn wie beispielsweise
Neuronennekrosen durch zytotoxische T-Zellen bei [Gonzalez et al. 2014]. Daneben wurden zahlreiche
andere Interaktionen von Zytokinen, Gehirnzellen und Immunzellen im Gehirn beschrieben,
beispielsweise eine Veranderung der Glutamatausschiittung und dadurch eine erhéhte Erregbarkeit
[Ovanesov et al. 2007, Reuter et al. 2010], die zur Pathogenese im Fehlwirt beitragen

[zusammengefasst in Nobach et al. 2020, Stitz et al. 2002, Tizard et al. 2016].

2.2.6.7. Humane BoDV-1-Infektionen

Inwieweit fiir BoDV-1 ein zoonotisches Potential besteht, war mehrere Jahrzehnte lang Gegenstand
heftiger Diskussion. Ein erhdhter Anteil von seropositiven Menschen in einer Gruppe von psychisch
erkrankten Menschen in einzelnen Studien sowie sich widersprechende Ergebnisse [Hornig et al. 2012,
Rott et al. 1985], die teilweise auf Laborkontaminationen und unterschiedlich spezifische Testsysteme
zurlickzufiihren waren [Dirrwald et al. 2007, Schwemmle et al. 1999], fiihrte zur Hypothese, dass
BoDV-1 an der Entstehung von psychischen Erkrankungen beteiligt sei. Diese Hypothese wird
heutzutage von einem GroRteil der wissenschaftlichen Welt abgelehnt [Lipkin et al. 2011,
Rubbenstroth et al. 2019]. Im Jahr 2017 fihrte allerdings der Nachweis von BoDV-1 in zwei
voneinander unabhangigen Fallberichten zu neuen Erkenntnissen. In einem Fall starb ein einzelner

Patient an einer durch BoDV-1 ausgel6sten nicht-eitrigen Enzephalitis [Korn et al. 2018], im anderen
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Fall erkrankten drei Organempfanger desselben Organspenders an nicht-eitrigen Enzephalitiden mit

Nachweis von BoDV-1, zwei davon starben [Schlottau et al. 2018].

In der Folge wurden durch verstarkte Aufmerksamkeit auf diesen Erreger mehrere akute Fille sowie
retrospektiv weitere Nachweise bei Todesfallen durch Enzephalitiden ungeklarter Ursache mit BoDV-1
in Verbindung gebracht. Eine Ubersicht liber die bisher 30 veréffentlichten Fille findet sich in Tabelle 3.
Die BoDV-1-Infektion beim Menschen fiihrt innerhalb kurzer Zeit nach Auftreten der ersten Symptome
wie Kopfschmerzen und Fieber zu schweren neurologischen Ausfallen sowie meist zu Koma oder Tod
[Niller et al. 2020]. Histologisch findet sich eine nicht-eitrige Panenzephalitis, die den Befunden bei
tierischen Fehlwirten stark dhnelt [Liesche et al. 2019]. Eine Studie, die Blutseren von Tierarzten und
Blutspendern aus endemischen Gebieten nach virusspezifischen Antikérpern gegen BoDV-1
untersucht hat, hat in ca 1000 Proben nur ein positives Serum entdeckt [Tappe et al. 2019a]. Dies
deutet auf einen hohen Manifestationsindex von BoDV-1-Infektionen hin. Dies wurde weiter durch
Niller et al. belegt, die in ihrer retrospektiven Studie bei unklaren Enzephalitisfallen mit todlichem
Ausgang einen hohen Anteil von BoDV-1-Infektionen fanden [Niller et al. 2020]. Dies zeigt, dass
BoDV-1-Infektionen beim Menschen selten vorkommen, aber schwerwiegende letale Verldufe haben
kénnen. Die genaue Ubertragung ist in einem GroRteil der Fille noch ungeklart. Es wird aufgrund der
Ahnlichkeit zu den BoDV-1-Infektionen bei Haussaugetieren und der geografischen Zuordnung der
Virussequenzen aus humanen Krankheitsfalle zu den bekannten endemischen Regionen vermutet,
dass auch die humanen Krankheitsfélle durch Kontakt mit einem Wildtierreservoir verursacht wurden
[Niller et al. 2020]. Der genaue Ubertragungsweg zum Menschen ist noch unbekannt. Die ersten
entdeckten Falle beinhalteten drei Menschen, die durch eine Organtransplantation mit BoDV-1
infiziert wurden [Schlottau et al. 2018]. Bei den anderen Fallen wird ein direkter Kontakt zu
Spitzmausen und daraufhin eine intranasale Infektion vermutet [Liesche et al. 2019, Niller et al. 2020],
wie bei tierischen Fehlwirten beschrieben [Kupke et al. 2019]. Uber eine Beteiligung von Katzen, die
Uber ihre Eigenschaft als Spitzmausfanger als Vektoren fungieren kénnen, wird spekuliert [Niller et al.
2020]. Wahrend Liesche et al. [2019] bei den mittels Immunhistologie untersuchten Menschen
individuelle Unterschiede in der Virusverteilung fanden, entdeckten Finck et al. [2020], die durch
retrospektiven Vergleich von Magnetresonanzbildern und Histopathologie die Virusausbreitung im
Menschen untersuchten, Ahnlichkeiten im Vergleich zu tierischen Fehlwirten mit dem Nucleus
caudatus, der Insel, dem Thalamus und dem Operculum als priméare Zielregionen bei einem GroRteil
betroffener Menschen, von denen sich das Virus in die benachbarten Areale ausbreitet. Im Gegensatz
zum tierischen Fehlwirt mit einer intranasalen Eintrittspforte und einem retrograden axonalen
Transport des Virus wird aufgrund der geringen Beteiligung des Bulbus olfaktorius Uber eine

hdamatogene Ausbreitung spekuliert [Finck et al. 2020]. Virdmien sind bei BoDV-1-Infektionen bei
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Tieren bisher nicht beschrieben, die intravendse Infektion gelingt jedoch bei avidren Bornaviren

[Piepenbring et al. 2016, Piepenbring et al. 2012].
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2.2.6.8. Tiermodelle zur Untersuchung von BoDV-1-Infektionen

Experimentell lasst sich eine Erkrankung durch eine BoDV-1-Infektion bei einer Vielzahl von Tierarten
auslosen. Haufig wurden Mause und Ratten genutzt, daneben gibt es aber auch Untersuchungen an
Gerbilen [Nakamura et al. 1999, Watanabe et al. 2001], Kaninchen [Metzler et al. 1978, Otta und
Jentzsch 1960], Tupaias [Sprankel et al. 1978], Affen [Cervds-Navarro et al. 1981, Stitz et al. 1981],
Meerschweinchen und Hamstern [Herden et al. 2013] und Rotelmausen [Kinnunen et al. 2011].
Allerdings zeigen sich insbesondere bei Mdusen und Ratten starke Unterschiede in der Empfanglichkeit
zwischen Altersstufen und verschiedenen Linien, bei denen zum Teil eine genetische Determination

bekannt ist [Hallensleben et al. 1998].

Die experimentelle Infektion von adulten Labormé&usen verschiedener Linien fiihrt im Allgemeinen zu
einer asymptomatischen Infektion [Kao et al. 1984]. Durch serielle Passage in Mausen kénnen einzelne
Viruspraparationen erstellt werden, die nach intrazerebraler Infektion bei adulten Tieren
empfinglicher Linien wie Murphy Roth Large-M&usen (MRL) und BALB/c-M&usen zu einer nicht-
eitrigen Enzephalitis und bei MRL auch zu Hyperaktivitat fihrt [Rubin et al. 1993]. Die Infektion von
neonatalen Mausen fiihrt bei MRL, C3H- und CBA-M4&usen zu einer tédlichen nicht-eitrigen Enzephalitis
mit neurologischen Symptomen [Hallensleben et al. 1998]. Die neonatale Infektion von BALB/c oder
C57BL/6-Mdusen fihrt auch zu neurologischen Symptomen, die aber 2 Wochen nach Beginn der

Symptome wieder verschwinden konnen [Hallensleben et al. 1998, Kramer et al. 2012].

Bei adulten Wistarratten, Schwarzkopfratten und Hamstern fihrt die experimentelle Infektion zu einer
nicht-eitrigen Enzephalitis, ohne dass klinische Symptome beobachtet werden kénnen. Bei adulten
Lewisratten fihrt die intrazerebrale Infektion zu einem typischen zweiphasigen Infektionsverlauf
[Carbone et al. 1987, Herden et al. 2013, Narayan et al. 1983]. Diese Tiere wurden schon frih als
Tiermodell fur die Bornasche Krankheit verwendet [Narayan et al. 1983] und sind das am besten
charakterisierte Tiermodell der BoDV-1-Infektion. Die BoDV-1-Infektion von neonatalen Lewisratten
fuhrt hingegen zu einer entzlindungsfreien Persistenz des Virus mit Ausbreitung des Virus auch auf
Gewebe auBerhalb des Nervensystems, wie bereits im Abschnitt ,,Mogliche Reservoire von BoDV-1

(Kapitel 2.2.6.1) genauer beschrieben.

In Rhesusaffen fiihrte die Infektion mit BoDV-1 zu einem Krankheitsbild wie bei tierischen und
humanen Fehlwirten mit nicht-eitriger Enzephalitis und neurologischen Symptomen [Schlottau et al.
2021, Stitz et al. 1981]. Bei Tupaias (Tupaia glis), die phylogenetisch nahe bei den Affen eingeordnet
werden, fihrt die Infektion mit BoDV-1 ebenfalls zu einer nicht-eitrigen Enzephalitis und einer
persistenten Infektion. Hier kann auch abnormes soziales Verhalten und Hyperaktivitdt beobachtet

werden [Sprankel et al. 1978].
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Die Anzahl an Tiermodellen fiir BoDV-1-Infektionen ist groR und viele Aspekte der Immunpathologie
und Persistenz konnten dadurch bereits gezeigt werden. Die Anzahl an Tiermodellen, die die
Reservoirsituation widerspiegeln, ist allerdings gering. Neonatale Ratten wurden bisher als bestes
Modell fiur Untersuchungen zur Infektion von Reservoiren verwendet [Herzog et al. 1984, Morales
1988, Narayan et al. 1983]. Daneben wurden fiir einzelne Fragestellungen immuninkompetente Tiere
verwendet, insbesondere bei der Untersuchung der Immunpathogenese der BD konnten sie gute
Dienste leisten [Narayan et al. 1983, Richt et al. 1994, Stitz et al. 2002]. Kinnunen et al. [2011]
untersuchten bei Rételmausen die experimentelle intrazerebrale Infektion von Neonaten. Das dabei
beobachtete Verteilungsmuster der Virusausbreitung mit Fokus auf dem zentralen und peripheren
Nervensystem unter Beteiligung der Harnblase und dem Nachweis von BoDV-1-RNA in Urin und Kot
qualifizierte Rotelmause als weiteres Modell fir die Reservoirsituation [Kinnunen et al. 2011]. Bei
10/41 Rételmadusen konnten neurologische Symptome beobachtet werden, nur bei 2 dieser Tiere
konnte ein Verlust von Purkinjezellen histologisch entdeckt werden, die anderen Rételm&duse mit
Symptomen zeigten keine histologischen Lasionen [Kinnunen et al. 2011]. Durch die gravierenden
Unterschiede beim Krankheitsverlauf in unterschiedlichen Linien von Mé&usen und Ratten und
Rételmausen als Nagetiere ist auch die Méglichkeit der Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf die
Reservoirspezies Feldspitzmaus als Eulipotyphla als fraglich anzusehen. Als Antwort auf diese
Ubertragungsproblematik sollte in dieser Arbeit direkt die Feldspitzmaus als Versuchstier genutzt

werden.
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2.3 Spitzmduse

2.3.1. Biologie
Die Familie der Spitzm&use gehort zur Ordnung Eulipotyphla, die bis zum Beginn des 21. Jahrhunderts
offiziell Insectivora genannt wurde [Douady et al. 2002]. Charakteristisch fir diese Ordnung ist eine
rauberische Lebensweise. Neben Spitzmausen (Soricidae) zdhlen Igel (Erinaceidae), Maulwirfe
(Talpidae) und Schlitzrissler (Solenodontidae) sowie die ausgestorbenen karibischen Spitzméause
(Nesophontidae) zu dieser Ordnung. Tabelle 5 informiert Uber die in Deutschland bestatigten Arten
der Familie der Soricidae und ihren Gefahrdungsstatus nach der offiziellen Roten Liste [International

Union for Conservation of Nature and Nature Resources (IUCN) 2013].

Spitzmause zdhlen zu den kleinsten Sdugetieren der Welt. Gleichzeitig haben sie eine der héchsten
Stoffwechselraten [Ochocinska und Taylor 2005]. Bei normaler Aktivitdt missen sie taglich mehr als
ihr Gewicht an Nahrung zu sich nehmen, um ihren Energiebedarf zu decken, der bei der Hausspitzmaus
(Crocidura russula) ungefahr 3,4 kJ/g/Tag und bei der Waldspitzmaus (Sorex araneus) 6,7-9,7 kJ/g/Tag
betragt [Churchfield 1990]. Dadurch ist ihre Hauptaktivitat die Nahrungssuche [Do et al. 2013]. Die
Bestandteile der Nahrung variieren leicht zwischen den Arten und sind abhdngig vom
Nahrungsangebot, verschiedene Invertebraten wie Insekten und Gliederwlrmer sind bei der
Feldspitzmaus haufig Bestandteil der Nahrung [Churchfield 1990, Kraft 2008]. Futteranalysen zeigen,
dass bei einer derartigen Erndhrung nur geringe Mengen an Calcium und nur geringe Mengen an

Vitamin A, D, E, Thiamin und Niacin aufgenommen werden [Finke 2002].

Die Feldspitzmaus (Crocidura leucodon) ist in Zentraleuropa und Asien verbreitet. In Europa scheint
das Verbreitungsareal zweigeteilt zu sein mit einem Korridor ohne Feldspitzmduse in den Alpen, in den
osterreichischen Alpen kommt sie jedoch noch auf Bergen bis zu 700 m Hohe vor [Nagel und Nagel
2005] und wird auch in der Schweiz in Gebieten der Ostlichen Alpen gefunden [Vogel et al. 2002]. In
den letzten Jahrzehnten wurde in einzelnen Gebieten eine Verdrangung der Feldspitzmaus durch die
Hausspitzmaus beobachtet [Frank 1984, Vogel et al. 2002]. In anderen Gegenden schienen die
Populationen dagegen eher anzuwachsen, da sie von warmen und trockenen Sommern profitierten
[Kraft 2008]. Die Feldspitzmaus hat eine Kérperrumpflange von ungefdhr 7 cm mit einer Schwanzlange
von 3,4 cm und ein Korpergewicht von ungefdhr 10 g [Nagel und Nagel 2005]. Sie bevorzugt trockene
Kulturlandschaften und lichte Waldrander, daneben ist sie auch in Garten, Ackerland und extensiv
genutzten landwirtschaftlichen Flachen zu finden. Sie ist ein territorialer Einzelgénger [Churchfield
1990], im Winter konnen aber auch soziale Nester entstehen [Simeonovska-Nikolova 2004a]. Die
Paarungszeit beginnt im Friihling und geht bis zum Herbst, in dieser Zeit bekommt das Weibchen bis
zu 4 Wiirfe mit einer Tragezeit von 30 Tagen und einer Aufzuchtphase von ca. 20 Tagen [Churchfield

1990, Hellwing 1973]. Die WurfgréRe liegt dabei bei 3-5 Welpen [Hellwing 1973]. Durch die geringe
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raumliche Verteilung der Nachkommen nach dem Absetzen durch die Mutter konnen in der Natur
Paarungen zwischen verwandten Tieren stattfinden [Duarte et al. 2003]. Bei der nahe verwandten
Hausspitzmaus (Crocidura russula) konnte gezeigt werden, dass diese natirliche Inzucht keine
Fitnessreduktion verursacht [Duarte et al. 2003]. Die Lebensdauer betragt selten mehr als 1,5 Jahre
mit einer hohen Mortalitdt im Winter. Fressfeinde sind vor allem Eulen, aber auch rduberische
Sdugetiere wie Marder und seltener Fiichse. In Ortsnahe fangen auch Hauskatzen regelmaRig

Feldspitzmduse, werden aber durch den Geruch vom Fressen abgehalten [Nagel und Nagel 2005].

Abbildung 4 — Artmerkmale der Feldspitzmaus

A) Feldspitzmaus mit deutlicher Trennlinie zwischen dunkelgrauem bis braunem Ricken und weiRem
Bauch

B) groRe unbehaarte Ohrmuscheln

C) Zdhne mit weiBen Spitzen

D) seitliche Wimpernhaare am kurzem Schwanz
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2.3.2. Spitzmause in Feldstudien
Tierkorper von Spitzmausen werden in der Natur vereinzelt gefunden, werden von Katzen gebracht
[Nagel und Nagel 2005] oder treten als ungeplanter Fang bei der Schadlingsbekdampfung auf [Bourg et
al. 2013]. Fur wissenschaftliche Studien werden meist verschiedene Fangsysteme verwendet [Little
und Gurnell 1989]. Der Untersucher ist bei Planung und Durchfiihrung dafiir verantwortlich, dass keine
unbeabsichtigten Schaden fir die Spitzmauspopulation, andere Tierarten oder das untersuchte
Habitat verursacht werden [Sikes 2016]. Daher muss die Wahl des Fangsystems und der Konzeption
des Fangprotokolls das Wohl des Tieres berticksichtigen und unnoétige Leiden und Schaden verhindern
[Sikes 2016]. Prinzipiell entscheidet das Untersuchungsziel GUber Totfang oder Lebendfangmethoden.
Verschiedene Eimerfallen (,pitfalls“) sowie Fallen mit TlrschlieRmechanismus sind verfiugbar, durch
Koéder und natirliche Neugier werden die Spitzm&use angelockt [Sikes 2016]. Dabei werden auch
verschiedene andere Kleinsduger dhnlicher GroRe gefangen, ungefahr ein Zehntel der gefangenen
Tiere sind Spitzmause [Little und Gurnell 1989]. Die anderen gefangenen Tiere sind groRtenteils
Langschwanzmduse (Muridae) und Wihiméause (Arvicolinae) [Jenrich et al. 2010]. Bei Lebendfang kann
durch eine haufige Kontrolle der Fallen und Bestiickung der Fallen mit Nahrung und Wasser die
Mortalitdt von Spitzmdusen durch Hypothermie, Exsikkose und Energiemangel auf 10 % bis 25 %

reduziert werden [Do et al. 2013].

2.3.3. Spitzmause als Labortiere
Die meisten Laborhaltungen von Spitzmdusen wurden nur fiir eine kurze, begrenzte Zeit
aufrechterhalten, um eine spezielle Fragestellung der jeweiligen Studie zu beantworten [Ochocinska
und Taylor 2005, Page et al. 2012, Siemers et al. 2009, Simeonovska-Nikolova 2004b, Von Merten und

Siemers 2012]. Langer betriebene Zuchtkolonien sind selten beschrieben worden.

Niethammer und Frank fingen unabhangig voneinander einzelne Exemplare von Hausspitzmausen und
hielten sie fir eine kurze Zeit in einem Glasterrarium, um erste Beobachtungen zur Paarung,
Vermehrung und Jungenaufzucht aufzustellen [Frank 1953, Niethammer 1950]. Zippelius
dokumentierte unter dhnlichen einfachen Bedingungen die Karawanenbildung bei der Feldspitzmaus
genauer, ein Phanomen bei Weilzahnspitzmausen, bei denen wéahrend der Aufzuchtphase bei nétigen

Nestwechseln die Jungen wie in einer Karawane hinter der Mutter herlaufen [Zippelius 1957].

Eine groRe Kolonie von zuerst Hausspitzmdusen und danach Feldspitzmausen wurde 1973 von
Hellwing beschrieben [Hellwing 1973]. Die Hausspitzmauszucht gab es von 1965 bis 1971, in dieser Zeit
erfolgten 937 Geburten. Die Feldspitzmauszucht gab es von 1970 bis 1971 mit insgesamt 19 Geburten.
Die Haltungsbedingungen waren bei beiden Spezies gleich, am besten funktionierte die Zucht in

monogamen Zuchtpaaren und Familienkafigen [Hellwing 1973].
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Verschiedene andere Spitzmausarten wurden ebenfalls als Labortiere gezlichtet. Searle hielt 1985
Waldspitzmaduse mit 101 erfolgreich aufgezogenen Jungtieren [Searle 1984]. Ohno etablierte 1992
Crocidura dsinezumi, eine japanische Spitzmausart, als Labortier [Ohno et al. 1992]. Beim Vergleich

dieser drei detailliert beschriebenen Haltungen fallen verschiedene Varianten auf.

In der Hellwing-Zucht wurden Stahlboxen mit Maschendrahtdeckeln mit den MaBen 34 x 50 x 20 cm
fir je ein Zuchtpaar verwendet. Als Bodensubstrat wurde Sand und Sdgespane verwendet und
zusatzlich Stroh als Nistmaterial. Als zusatzliche Einrichtung wurde eine holzerne Nistbox oder ein
umgedrehter Blumentopf verwendet [Hellwing 1973]. Searle et al. verwendeten Holzboxen mit einer
glasernen Vorderfront und einem Locherdeckel aus Zink. Die MaRe waren 30 x 45 x 25 cm, bei
Zuchtpaaren wurden zwei dieser Boxen zu einer Doppelbox verbunden. Als Bodensubstrat wurde Erde
und Torf verwendet, als zusatzliche Einrichtung gab es ein Hamsterrad sowie eine Nistbox gefillt mit
Heu und Zellstoffpapier oder Baumwolle [Searle 1984]. Bei Ohno et al. wurden initial Holzkafige mit
den Malen 25 x 42 x 18 cm benutzt, als Bodensubstrat wurde Erde und Sagespane verwendet. Nach
4-5 Generationen wechselten sie zu Plastikkafigen mit Drahtdeckel mit den MaRen 15 x 22 x 12 cm.
Hier wurden Sagespane als Bodensubstrat verwendet. Als zusatzliche Einrichtung wurde eine Nistbox

mit Papierschnitzeln als Nistmaterial zur Verfigung gestellt [Ohno et al. 1992].

Sowohl Hellwing et al. als auch Searle er al. benutzten Kafige auerhalb von Gebduden [Hellwing 1973,
Searle 1984]. Ohno et al. verwendeten die ersten Jahre die AuBenweltbedingungen, dann wechselten
sie zu einem kontrollierten Raum mit 18-25°C Lufttemperatur und 14 Stunden Lichtdauer, die
Luftfeuchtigkeit wurde nicht kontrolliert [Ohno et al. 1992]. Die neueren Haltungen flr kurze
Zeitraume verwendeten klimatisierte Raume (15-18°C, 60-80 % Luftfeuchtigkeit) [Page et al. 2012,
Siemers et al. 2009, Von Merten und Siemers 2012].

Hellwing et al. verwendeten Fliegenlarven und Wasser ad libitum sowie eine Mischung aus Fleisch
(Rind oder Huhn), gekochten Eiern, Getreide, Fischmehl sowie Milch als Calciumquelle und zweimal
pro Woche eine Vitaminmischung [Hellwing 1973]. Bei Searle et al. wurde eine Mischung aus
Ochsenherz, Hihnchenfleisch, Ochsenleber, Weizen, Hafer, Eier und Vitamin- und Mineralstoffzusatze
verwendet [Searle 1984]. Ohno et al. verwendeten zuerst nicht ndher beschriebenes pelletiertes Futter
fur Spitzmause sowie im Handel erhiltliches Katzenfutter, Hafermehl und Seidenspinnerpuder

zusammen und wechselten dann zu Forellenpellets und Katzenfutter [Ohno et al. 1992].

Kollars et al. testeten an Sorex araneus und Sorex minutus ein kommerziell erwerbbares Labortierfutter
[Kollars und Baumler 1994]. Dabei zeigten sich zwischen diesen beiden Arten Unterschiede in der
Akzeptanz, Sorex minutus akzeptierte es in einer Mischung mit Hundefutter mit hoherem

Wasseranteil, Sorex araneus konnte vollstandig auf zerriebene Pellets umgestellt werden, die einmal
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pro Woche erneuert werden mussten [Kollars und Baumler 1994]. Dies reduzierte die Kosten und den

Aufwand fur die Futterung [Kollars und Baumler 1994].

In allen Haltungsformen wurde Wasser mit Hilfe von Wasserschalen ad libitum zur Verflugung gestellt.

2.3.4. Spitzmause als Reservoire
Spitzmduse kdnnen als Reservoir fiir Protozoen, Bakterien und Viren fungieren. Wie viele andere
Kleinsauger kdnnen sie Zwischenwirt fiir Neospora caninum und Toxoplasma gondii sein [Meerburg et
al. 2012]. Verschiedene Leptospiren, darunter die humanpathogene Spezies Leptospira kirschneri,
kénnen in Spitzmausen vorkommen [Mayer-Scholl et al. 2014]. lhre Bedeutung als Reservoir ist bei
diesen Krankheitserregern aufgrund des haufigeren Vorkommens von anderen Reservoirarten wie
Feldmausen (Microtis arvalis) allerdings als gering anzusehen. Bestimmte Hantaviren sind dagegen
bisher nur in Spitzmausarten entdeckt worden, wie beispielsweise das Asikkalavirus oder das
Seewisvirus [Radosa et al. 2013]. Hier kann eine besondere Adaptation der Viren an das

Spitzmausreservoir vermutet werden.

Mehrere Spitzmaus-Hepatitis B-Viren (Orthohepadnaviridae) sind in verschiedenen Spitzmausarten
entdeckt worden [Rasche et al. 2019]. Sie sind allerdings unterschiedlich von den bei Menschen
isolierten Hepatitis B-Viren und scheinen andere Eintrittsrezeptoren zu benutzen [Rasche et al. 2019].
Daher werden sie nicht als zoonotisch angesehen [Rasche et al. 2019]. Sie werfen aber ein
interessantes Licht auf die Phylogenie und Koevolution von Hepatitis B-Viren [Rasche et al. 2019]. Da
diese Viren trotz weitflichiger Beprobung nur an einzelnen sehr begrenzten Standorten in
Spitzmausen gefunden wurden, zeigt dies den geringen Austausch von Infektionserregern zwischen

raumlich getrennten Spitzmauspopulationen.

2.3.5. Feldspitzmause als Reservoir von BoDV-1
Besondere Aufmerksamkeit erlangte die Feldspitzmaus, als in der Schweiz Anfang der 2000er Jahre
das erste Mal drei Feldspitzmause mit nattirlichen Bornavirusinfektionen entdeckt wurden [Hilbe et al.
2006]. Bei diesen Feldspitzmausen konnte mittels RT-PCR BoDV-1-RNA und mittels Immunhistologie
BoDV-1-Antigen in Gehirn und Herz nachgewiesen werden, ohne dass Entziindungsanzeichen zu finden
waren; weitere Proben wurden zu diesem Zeitpunkt nicht untersucht [Hilbe et al. 2006]. Die
Fortsetzungsstudie mit 2 weiteren naturlich infizierten Feldspitzmausen zeigte, dass RNA und Antigen
in einer Vielzahl von Organen nachzuweisen waren. Insbesondere war das Virus neben dem
Nervensystem auch in epithelialen und mesenchymalen Geweben der Haut, Lunge und Niere
nachweisbar [Puorger et al. 2010]. Das Verteilungsmuster war dhnlich wie bei den experimentell
infizierten Lewisratten bei einer neonatalen Infektion, bei denen die Ausscheidung von infektiosem

Virus nachgewiesen wurde [Morales 1988, Morales et al. 1988]. Da dadurch eine Ausscheidung des

43



Literaturtbersicht

Virus bei natirlich infizierten Feldspitzmausen wahrscheinlich war, wurde die Feldspitzmaus als
Reservoir und Ubertriger von BoDV-1 vorgeschlagen. Der mittels RT-PCR untersuchte Urin war in
dieser Studie PCR-negativ [Puorger et al. 2010]. Durch Funde von weiteren natirlich infizierten
Feldspitzmdusen in Bayern [Bourg 2013], Sachsen-Anhalt [Diirrwald et al. 2014] und Oberé&sterreich
[Weissenbock et al. 2017] wurde in den darauffolgenden Jahren die These der Feldspitzmaus als
Reservoir fur BoDV-1 in weiteren endemischen Gebieten bekraftigt. Auch in diesen untersuchten
Feldspitzmduse konnte Virus in einer Vielzahl der untersuchten Organsysteme nachgewiesen werden,
ohne dass entziindliche oder degenerative Veranderungen gefunden wurden [Bourg et al. 2013,
Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010]. Infizierte Feldspitzmduse wiesen einen Titer von BoDV-1-
spezifischen Serumantikérpern auf, der eine Titerstufe bis zu 1:20480 erreichen konnte [Bourg et al.
2013]. Es wurden aber auch BoDV-1-spezifische Antikérper bei Feldspitzmausen gefunden, in denen
mittels RT-PCR oder Immunhistologie kein direkter Virusnachweis erbracht werden konnte [Bourg et
al. 2013]. Dies konnte auf eine Viruseliminierung hindeuten [Bourg 2018]. In einer Feldspitzmaus
wurde mittels direktem Virusnachweis die Infektion nachgewiesen, obwohl im Blut mittels indirektem
Immunfluoreszenztest kein Titer von BoDV-1-spezifischen Antikrpern nachgewiesen werden konnte
[Bourg 2018]. Bei dieser und einer weiteren Spitzmaus [Bourg 2018] wurde das Virus im Nervensystem
und im olfaktorischen System, aber nur vereinzelt in peripheren Organen nachgewiesen, so dass Uber
einen frihen Infektionszeitpunkt spekuliert wurde [Bourg 2018]. Durch Verwendung einer spezifischen
PCR auf das BoDV-1-N-Gen auf DNA-Ebene anstatt RNA-Ebene zeigten Dirrwald et al., dass bei
naturlichen Infektionen in Feldspitzmausen DNA-Kopien des Virus nachzuweisen sind [Dirrwald et al.
2014]. Dies kann auf eine mogliche Integration ins Genom hindeuten, die genaue Bedeutung des

Phd@nomens und die Bedeutung in der Pathogenese sind noch nicht geklart.

Eine r3dumliche Studie (Geoinformationssystem/GIS-Analyse), die geographische Daten in
Zusammenhang mit Verbreitungsdaten von Feldspitzmdusen und epidemiologischen Daten von
BoDV-1-Krankheitsfillen gebracht hat, kam zu dem Schluss, dass in Bayern in endemischen Gebieten
der Bornaschen Krankheit vermehrt mit dem Auftreten von Feldspitzmdusen zu rechnen ist
[Encarnacao et al. 2013]. Dies ist insbesondere deswegen bemerkenswert, da sich in Bayern die
Verbreitungsgebiete von mehreren Spitzmausarten (iberschneiden, inklusive aller drei
WeiRzahnspitzmausarten (Gattung Crocidura), die in Deutschland vorkommen [Dirrwald et al. 2014].
Inwieweit andere Spitzmausarten als BoDV-1-Reservoir in Frage kommen, ist noch ungeklart. Eine
BoDV-1-infizierte Waldspitzmaus (Sorex araneus) wurde in Oberdsterreich gefunden [Weissenbock et
al. 2017]. Diese zeigte keine pathomorphologischen Veranderungen, im Gegensatz zu den meisten
Feldspitzmdusen konnte allerdings Virusantigen nur in Zellen des Nervensystems nachgewiesen
werden. Ob dies auf eine Fehlinfektion durch ein spillover-Ereignis oder einen friithen

Infektionszeitpunkt hindeutet, konnte nicht geklart werden [Weissenbock et al. 2017]. In anderen
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Untersuchungen waren alle untersuchten Rotzahnspitzmause (Gattung: Sorex) BoDV-1-negativ [Bourg
et al. 2013, Dirrwald et al. 2014]. Bei den WeiRzahnspitzmausen (Gattung: Crocidura) kommt auch die
Hausspitzmaus (Crocidura russula) in manchen BoDV-1-Endemiegebieten, beispielsweise in Bayern
vor. Bei allen bisher auf BoDV-1 untersuchten Hausspitzmdusen waren weder BoDV-1-RNA oder BoDV-
1-Antigen nachweisbar, allerdings wurden 2 Hausspitzmduse mit einem niedrigen Titer von BoDV-1-
spezifischen Antikérpern gefunden (1:80, 1:320), die auf einen Kontakt mit Bornaviren hindeuten

[Bourg 2018, Bourg et al. 2013].
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2.4 Fledermause

2.4.1. Biologie
Die Ordnung Fledertiere (Chiroptera) ist nach den Nagetieren (Rodentia) die artenreichste Ordnung
innerhalb der Klasse Saugetiere. Wahrend in tropischen Gebieten die Unterordnung Flughunde
(Megachiroptera) vorherrscht, kommen in Europa und Deutschland nur Vertreter der Unterordnung
Fledermaus (Microchiroptera) vor. Daher konzentriert sich diese Arbeit auf diese Unterordnung, auch
wenn manche Aspekte ebenso auf Flughunde zutreffen konnen. Fledermduse erndhren sich im
Gegensatz zu den friichtefressenden Flughunden im Grofteil von Insekten. Tabelle 6 informiert tiber
die in Deutschland bestatigten Fledermausarten und ihren Gefdahrdungsstatus nach der offiziellen

Roten Liste [International Union for Conservation of Nature and Nature Resources (IUCN) 2013].

Die groRe Gruppe von verschiedenen Fledermausarten ist in vielen Bereichen sehr heterogen, da sich
die Arten an ihre speziellen Nischen angepasst haben. So kdnnen beispielsweise bei der Futtersuche,
beim Jagdverhalten und im Sozialverhalten bei den unterschiedlichen Arten verschiedene Strategien
beobachtet werden. Es gibt Jager des freien Luftraumes (wie beispielsweise die Abendsegler (Nyctalus
sp.)), Fledermausarten, die um Geholzstrukturen herum jagen (wie beispielsweise die
Zwergfledermaus (Pipistrellus pipistrellus)) und Fledermausarten, die ihre Beute von Oberflachen
ablesen (wie beispielsweise die Wimperfledermaus (Myotis emarginatus)). Die Wimperfledermaus ist
bekannt dafir, im Sommer bevorzugt in Viehstdllen zu jagen [Steck und Brinkmann 2015]. Im
Folgenden wird versucht, einen Uberblick iiber wichtige Eigenschaften der Fledermiuse zu geben, die
von mehreren Arten geteilt werden. Fiir Details und Besonderheiten von Arten muss auf die spezielle

Literatur verwiesen werden [Braun und Dieterlen 2005].

Alle Fledermausarten in Deutschland sind fahig, akustische Signale im Ultraschallbereich im Kehlkopf
zu produzieren und auszusenden. Diese Rufe werden zur Kommunikation zwischen Artgenossen
genutzt. Zusatzlich konnen sie sich durch die Wahrnehmung der zurtickgeworfenen Echos im Dunklen
orientieren und Beute finden. Die Art der Signale ist zwischen den Arten unterschiedlich und kann

daher zur Artbestimmung genutzt werden [Barataud 2015].

Fledermause sind nachtaktiv. Den Tag verbringen sie in ihren Quartieren und haben eine von Art zu
Art unterschiedliche Ausflugszeit um den Sonnenuntergang bis zum Sonnenaufgang. Die Quartiere
werden bei den meisten Arten innerhalb des Jahres gewechselt. Im Sommer bilden sich
Aufzuchtquartiere (Wochenstuben) und Jagdquartiere. Im Winter (Oktober/November bis
Februar/Mérz) ziehen sich Flederm&use in ein Winterquartier zuriick und fallen in den Torpor, einen
lethargischen Zustand mit verringerter Kérpertemperatur und verringertem Stoffwechsel, in dem sie
ohne Nahrungssuche von ihren Fettreserven leben. In geeigneten Quartieren kdnnen beispielsweise

bei der Wimperfledermaus Uber 100 Individuen Uberwintern [Steck und Brinkmann 2015], von
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manchen Quartieren ist auch bekannt, dass verschiedene Arten sie parallel nutzen [Dietz und Kiefer
2004]. Zwischen den verschiedenen Quartieren kénnen bei einigen Spezies hunderte Kilometer liegen.
So kann der GroRe Abendsegler (Nyctalus noctula), die Zweifarbfledermaus (Vespertilio murinus) und
die Rauhautfledermaus (Pipistrellus nathusii) bis zu 1000 km auf dem Weg in Uberwinterungsgebiete
zurticklegen [Meschede und Rudolph 2004]. Andere Arten wie beispielsweise die Fransenfledermaus
(Myotis natteri) oder die Hufeisennasenfledermause (Rhinolophus spp.) sind hingegen eher ortstreu,

hier liegen Sommer- und Winterquartiere nur etwa 50 km auseinander [Dietz und Kiefer 2004].

Die benutzten Quartiere sind sehr vielseitig, dennoch zeigen die einzelnen Arten eine Praferenz fur
bestimmte Unterschllpfe. Die europdischen Arten verwenden als Winterquartiere haufig Hohlen und
unterirdische Spalten, wohingegen die Quartiere im Sommer haufiger in Biumen und Gebduden liegen
[Dietz und Kiefer 2004]. Von der Fransenfledermaus (Myotis natteri) ist beispielsweise bekannt, dass

sie als Sommerquartiere gerne Dacher von Stallen nutzt [Smith und Racey 2005].

Als Nachwuchs bekommen Fledermaduse nach dem Winterschlaf 1-2 Nachkommen, die sie in groBen
Wochenbettquartieren aufziehen. Die geringe Reproduktion pro Jahr gleichen sie durch eine fur ihre

GroRe ungewdhnlich lange Lebensdauer von 5—10 Jahren aus [Braun und Dieterlen 2005].
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2.4.2. Fledermduse in Feldstudien und als Labortiere
Als fliegende, dammerungs- und nachtaktive kleine Wildtiere stellen Fledermause die Untersucher in
Feldstudien vor mehrere Herausforderungen. Die grundlegende Arbeit fiir wissenschaftliche Studien
ist die Quartiersuche durch Begehung und Betrachtung geeigneter Quartiermdglichkeiten unter
Beriicksichtigung der Vorlieben der verschiedenen Arten [Braun und Dieterlen 2005]. Zur weiteren
Bestimmung der Arten aus der Ferne kdnnen mit technischen Hilfsmitteln die Rufe im
Ultraschallbereich herangezogen werden. Dabei werden zum einen Ultraschalldetektoren genutzt, die
die Rufe in horbare Frequenzen Ubersetzen [Barataud 2015]. Anhand des Rhythmus und des
Klangbildes mit ,feuchten” und ,trockenen” Ténen kdénnen so manche Gattungen oder Arten
bestimmt werden. Zum anderen kénnen die Ultraschallrufe mit Sonogrammen graphisch dargestellt
werden und die dabei beobachteten Muster bestimmten Arten zugeordnet werden. Zur Untersuchung
aus der Nahe werden Fangmethoden mit Netzen verwendet, die sowohl die ndhere Betrachtung und
Bestimmung als auch die Beprobung von Individuen ermoglichen. Durch artspezifisches Verhalten der
verschiedenen Gattungen und Arten von Fledermdusen in Europa lasst sich bei den verschiedenen
Untersuchungsmethoden eine Selektion in den Ergebnissen beobachten [Steck und Brinkmann 2015].
So werden beispielsweise Arten der Gattung Pipistrellus haufiger mit akustischen
Untersuchungsmethoden nachgewiesen, da sie eine groRe Rufweite haben, wahrend sie mit Netzen
seltener gefangen werden, da sie in groRerer Hohe fliegen als andere Arten [Steck und Brinkmann

2015].

Junge unerfahrene Fledermause kénnen sich bei den ersten gréBeren Fligen in Wohnungen verirren
und werden daher haufig mit Traumata oder Erschopfung bei Tierdrzten oder Pflegestationen
vorgestellt. Die Exemplare, die euthanasiert werden missen, werden haufig fiir wissenschaftliche

Studien gesammelt und stellen eine wertvolle Quelle fiir Untersuchungen dar [Muhldorfer et al. 2011].

Neben Feldstudien werden in den letzten Jahren mit steigender Tendenz Fledermause verschiedener
Spezies (Myotis natteri, Pteropus alecto, Eidolon helvum, Rousettus aegyptiacus) als Tiermodelle in
Labortierhaltungen verwendet [Begeman et al. 2020, Page et al. 2012, Schlottau et al. 2020, Woon et

al. 2020], um Studien unter kontrollierten Bedingungen durchfiihren zu kénnen.

2.4.3. Flederméuse als Reservoir von Infektionserregern
Fledermduse und Flughunde werden von einer Vielzahl von Publikationen als Reservoir von
zoonotischen Infektionserregern dargestellt [Calisher et al. 2006, Johnson und Smith 2017].
Fledertiere sind nach den Nagetieren die artenreichste Ordnung der Sdugetiere, und in diesen beiden
Ordnungen kdnnen auch die meisten zoonotischen Infektionserreger gefunden werden [Johnson et al.
2020]. Laut einer Untersuchung von 2013 tragen Nagetiere rein nach Zahlen mehr zoonotische Viren,

Fledertiere tragen aber die meisten zoonotischen Viren pro Spezies [Luis et al. 2013]. Dass sich
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Fledermause und Flughunde besonders gut als Reservoir fir zoonotische Viren eignen, liegt in

verschiedenen Eigenschaften und Verhaltensweisen der Tiere dieser Ordnung begriindet.

Fledertiere bilden groBe Kolonien. Bei Flughunden sind Kolonien von mehreren Tausend Tieren
bekannt [Meschede und Rudolph 2004], aber auch bei europdischen Arten gibt es Wochenstuben oder
Winterquartiere mit hundert Exemplaren [Meschede und Rudolph 2004]. In diesen gemeinsamen
Quartieren bestehen durch die Haufigkeit von Kontakten unter den Tieren viele Gelegenheiten, bei
denen Krankheitserreger Ubertragen werden kénnen [Meschede und Rudolph 2004]. Dadurch, dass
sich teilweise auch verschiedene Arten ein Quartier teilen [Dietz und Kiefer 2004], kommen auch

Ubertragungen zwischen verschiedenen Fledermausarten gehauft vor [Calisher et al. 2006].

Dass Fledertiere als einzige Gruppe der Sdugetiere den Flugraum erobert haben, férdert dhnlich wie
bei Vogeln zusatzlich die Ausbreitung von Infektionen. Bei den taglichen Ausfligen zur Futtersuche
konnen sie ein groRes Areal durchfliegen [Meschede und Rudolph 2004]. Noch wichtiger sind die
jahreszeitlichen Wanderungen zum Winterquartier oder zu den Wochenstuben und
Sommerquartieren, bei denen infizierte Tiere Infektionserreger ber viele hundert bis tausend
Kilometer aus Endemiegebieten hinaus transportieren kdnnen [Brosset 1990, Calisher et al. 2006]. Da
die Zusammensetzung der Winter- und Sommerquartiere an Tieren sich auch unterscheidet, gibt es
weitere Méglichkeiten der Ubertragung von Krankheitserregern [Calisher et al. 2006]. Trotz dieser
hohen Mobilitdt von Fledertieren konnen auch lokal begrenzte Krankheitsausbriiche durch
Ubertragungen von Fledertieren verursacht werden. Beispielsweise wurde dies bei Nipah-Ausbriichen
in Asien beobachtet [Epstein et al. 2020, Han et al. 2015]. Hierbei kursierte der Erreger in der
Population von Fledertieren, es wurde aber noch ein zusétzlicher, ortsgebundener Faktor benétigt,
damit eine Ubertragung auf andere Tiere oder Menschen stattfinden konnte. Dieser Faktor kann ein
Einfluss auf die Ausscheidung des Erregers sein oder eine Besonderheit in der landschaftlichen
Gestaltung, wie beispielsweise bei Nipah-Ausbriichen das Vorkommen bestimmter Palmarten direkt
an landwirtschaftlichen Betrieben, die durch Anlocken der Flughunde zum Kontakt fiihrt [Epstein et al.

2020, Han et al. 2015].

Fledermduse zeigen eine fir kleine Sdugetiere ungewdhnlich hohe Lebensdauer. Im Gegensatz zu
beispielsweise den meisten Nagetierarten, die durch eine hohe Anzahl an Fressfeinden und die
Nahrungsknappheit im Winter selten alter als ein Jahr werden, sind bei Fledermausen Arten mit einer
durchschnittlichen Lebensdauer von 5-10 Jahren keine Seltenheit [Calisher et al. 2006]. Dadurch
besteht bei infizierten Fledermdusen eine langere Zeitdauer, in der Krankheitserreger ausgeschieden
werden konnen [Calisher et al. 2006]. Diese langere Zeitdauer fiihrt zu einer Reproduktionszahl R, die

deutlich Uber 1 liegen kann [Calisher et al. 2006].
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Dass durch eine héhere Lebensdauer auch ein ldngerer Ausscheidungszeitraum entsteht, ist auch
darauf zuriickzufuihren, dass ein hoher Anteil an Infektionen in Fledermausen zu einer persistenten
Infektion mit wenig Krankheitsanzeichen fiihrt [Brook et al. 2020, Streicker et al. 2012]. Die genauen
Griinde dafiir werden noch diskutiert [Randall und Griffin 2017] und sind moglicherweise auch bei
verschiedenen Krankheitserregern unterschiedlich. Besonderheiten des Immunsystems von
Fledermausen kénnten den asymptomatischen persistenten Infektionen zugrunde liegen [Baker et al.
2013, Irving et al. 2021]. Das Immunsystem von Fledermausen beruht auf der unspezifischen
Immunantwort, mit Makrophagen, naturlichen Killerzellen und Interferon als Hauptbestandteile
[Schountz 2014]. Beispielsweise verringerte das fledermausspezifische ,Myxovirus resistance”-1-
Protein (Mx1), ausgel6st durch Interferon Typ | und Typ Il als Reaktion auf die Erkennung von viralen
Bestandteilen durch die zelleigenen Erkennungssysteme (,pattern recognition system®), die
Polymeraseaktivitat ausgewahlter Viren der Orthomyxoviren, Filoviren, Rhabdoviren und Bunyaviren
[Fuchs et al. 2017]. Die naturlichen Interferon-Level scheinen bei einigen Fledermausarten héher zu
sein als bei anderen Saugetieren, und die Interferon-induzierten Mechanismen in der Zelle zeigen
teilweise Unterschiede zu anderen Saugetieren [Brook et al. 2020, Holzer et al. 2019, Irving et al. 2021].
Dagegen ist die spezifische Immunantwort auf erregerspezifische Antigene mit T- und B-Lymphozyten
und Gedéchtniszellen rudimentar entwickelt [Schountz 2014]. Zuséatzlich gibt es Mechanismen, die
durch hohere Level von Hitzeschockproteinen oder verringerte Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen Zellschdden durch die Immunantwort reduzieren [Irving et al. 2021]. Durch die

Kombination dieser Mechanismen werden persistente Infektionen geférdert.

Die wichtigste und am besten untersuchte zoonotische Infektionskrankheit mit Erregerreservoir in
Fledermausen stellt die Tollwut dar. Ausgeldst wird sie durch das Rabiesvirus und verwandte Viren der
Familie Lyssaviridae [Calisher et al. 2006]. 11 Genotypen sind momentan bekannt [Calisher et al. 2006].
Gegen den Erreger gibt es aktive und passive Immunisierungen, dariiber hinaus gibt es keine Therapie
und die Erkrankung endet tédlich. Der haufigste Ubertragungsweg sind Bisse von infizierten Tieren,
daneben sind beim Menschen auch iatrogene Ubertragungen durch Blut und Organtransplantate
bekannt. Wihrend weltweit gesehen der GroRteil der Tollwutfille auf Ubertragungen von infizierten
Hunden und anderen Caniden zuriickzufiihren ist [Streicker et al. 2012], sind Krankheitsfalle selten, die
auf eine Ubertragung durch Fledermiuse zuriickzufiihren sind [Calisher et al. 2006]. In vielen Léndern
einschlieBlich den Landern Zentraleuropas sind aber Fledermause die Hauptansteckungsquelle, weil

die terrestrische Tollwut zurtickgedrangt wurde [Calisher et al. 2006].

Hendra- und Nipahviren sind Viren der Familie Paramyxoviridae mit Reservoiren in Flughunden
[Epstein et al. 2020]. Das Hendravirus flhrt zu einer todlichen Krankheit in Pferden und Menschen,

Nipahviren kdnnen neben Menschen auch Schweine infizieren und fiihren durch Keulungsprogramme
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zu wirtschaftlichen Schaden. Die Krankheiten kommen in tropischen Lidndern (unter anderem

Australien, Malaysia, Indien) vor [Calisher et al. 2006, Epstein et al. 2020].

Neben diesen beispielshaft dargestellten Viren, fir die Fledermause als Reservoir fungieren, gibt es
auch mehrere Viren, bei denen Fledermduse als Ursprungsreservoir angesehen werden, auch wenn
die Ubertragung innerhalb der Population nach dem Spillover-Event unabhingig von Flederméausen
geschieht. Beispiele hierfirr sind unter anderem SARS-like Coronaviren [Calisher et al. 2006] inklusive

SARS-CoV-2 und Ebolaviren [Calisher et al. 2006, Leroy et al. 2005].

Im Gegensatz zur weltweiten Situation wurden europdische Fledermduse nur fir sehr wenige

Infektionskrankheiten als Reservoir identifiziert.

Die Tollwut, verursacht durch Bat-Lyssaviren, ist die einzige Krankheit in Europa mit einem bestatigten
Reservoir in Fledertieren [Kohl und Kurth 2014]. European Bat Lyssavirus 1 ist vor allem in Eptesicus
serotinus gefunden worden, European Bat Lyssavirus 2 kommt vor allem in Myotis daubentonii und
Myotis dasycneme vor [Kohl und Kurth 2014]. Trotz der hohen Letalitat einer Infektion beim Menschen
sind seit 1963 weniger als 10 Fille (n = 2-5) durch Bat-Lyssaviren verursacht worden, eine Ubertragung

ist demnach sehr selten [Kohl und Kurth 2014].

Die anderen in europdischen Fledermausen entdeckten viralen Erreger sind durch PCR und andere
genom-basierte Detektionssysteme nachgewiesen worden. Dadurch ist es bei diesen Erregern nicht
moglich, die Kochschen Postulate vollstandig zu erfillen, da eine Erregerisolation mit nachfolgender
Infektion gesunder Modellorganismen nicht erfolgen konnte [Kohl und Kurth 2014]. Uber eine

zoonotische Bedeutung kann durch vergleichende Uberlegungen spekuliert werden.

So wurde das Lloviu-Virus aus der Familie der Filoviridae 2002 in Miniopterus schreibersii-Kolonien in
Sudeuropa entdeckt [Negredo et al. 2011]. Die betroffenen Kolonien verzeichneten zur gleichen Zeit
einen starken Rickgang, so dass von einer Virulenz fir betroffene Miniopterus schreibersii
ausgegangen wird [Negredo et al. 2011]. Da mehrere andere Filoviren pathogen fir den Menschen
sind und schwere Krankheitsverldufe verursachen kénnen (beispielsweise Ebolavirus), empfahlen die

Autoren eine erhohte Aufmerksamkeit [Kohl und Kurth 2014, Negredo et al. 2011].

Durch Coronaviren wurden einige der meistbeachteten Epidemien der jlingeren Vergangenheit
ausgelost, namentlich SARS 2002, MERS 2012 und 2020 die Covid-19-Pandemie [Latif 2020]. Bei allen
wurde eine initiale Ubertragung von Fledertieren nachgewiesen oder vermutet. Verschiedene Studien
haben mehrere SARS-adhnliche oder MERS-dhnliche Coronaviren in europdischen Fledermausarten
nachgewiesen [Ubersicht in Kohl und Kurth 2014]. Das SARS-Virus zeigt eine Mutation in einem
Spikeprotein, die die Pathogenitat fir den Menschen durch die dadurch erméglichte Bindung an den

humanen Rezeptor ACE-2 geférdert hat, in den bei europdischen Fledermausen gefundenen
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Coronaviren zeigt sich keine derartige Mutation [Kohl und Kurth 2014]. Nach aktuellem Stand ist beim
MERS-Virus noch keine derartige Mutation als Voraussetzung fiir das zoonotische Potential bekannt,
allerdings wurden Dromedare als Ansteckungsquelle fir den Menschen und Reservoir des MERS-Virus
identifiziert [Latif und Mukaratirwa 2020]. Das zoonotische Potential der dhnlichen Coronaviren bei

europaischen Fledermdusen ist noch unklar.

Weiterhin wurden verschiedene Paramyxoviren in mehreren europdischen Fledermausarten entdeckt.
Sie sind aber nicht ndher mit den bekannten zoonotischen Paramyxoviren mit Reservoir in
Fledermausen (Henipavirus) verwandt und es gibt keine Hinweise fiir eine zoonotische Bedeutung

[Kohl und Kurth 2014, Kurth et al. 2012].

Drei Reoviren wurden von Plecotus auritus und Myotis mystacinus isoliert und mehrere andere
identische Reoviren in verschiedenen zusatzlichen europaischen Fledermausarten entdeckt. Diese
Reoviren dhnelten in der Genomsequenz Isolaten, die aus Hunden mit hamorrhagischer Enteritis sowie
einem menschlichen Kind mit Gastroenteritis und Menschen mit Meningitis gewonnen wurden. Das

zoonotische Potential dieser Reoviren ist noch unklar [Kohl und Kurth 2014].

2.4.4. Bisherige Kenntnisse zu Bornavirusinfektionen bei Fledermausen
Bisher wurden in keiner Studie exogene Bornaviren in Fledertieren nachgewiesen, obwohl mithilfe von
Metagenom-Analysen auch Fledermduse aus Europa auf RNA-Viren untersucht wurden [Brinkmann et
al. 2020, Dacheux et al. 2014, Kohl et al. 2021]. Verschiedene Studien haben allerdings endogene
Sequenzen im Genom von verschiedenen Fledermausarten gefunden, die Ahnlichkeiten zu Bornaviren
aufweisen [Dacheux et al. 2014, Horie et al. 2016, Mukai et al. 2018]. Diese endogenen bornadhnlichen
Elemente (EBL) deuten auf einen Kontakt zwischen Bornaviren und Fledermdusen in der
phylogenetischen Entwicklung hin. Teilweise sind es kurze Abschnitte, in Eptesicus fuscus, Eptesicus
serotinus und Eptesicus nilssonii wurde allerdings auch ein ganzer offener Leserahmen (Open reading
frame) einer Bornavirus-dhnlichen Polymerase entdeckt [Horie et al. 2016]. Aufgrund der
phylogenetischen Trennung der Arten dieser Gattung und der Vermutung, dass die Integration ins
Genom vor der Artentrennung stattfand, berechnet man das Integrationsereignis auf vor tber 11,8
Millionen Jahren [Horie et al. 2016]. Die Funktion dieser EBL ist noch nicht geklart. Verschiedene
Funktionen sind vorstellbar und bei anderen Bornavirus-dhnlichen Elementen schon gezeigt (siehe
Kapitel 2.2.5 ,Endogene Elemente von Bornaviren®). Eine hypothetische Funktion ist eine Beteiligung
der Polymerase beim RNA-Interferenz-System der Zellen, wie es bei RNA-abhdngigen RNA-
Polymerasen bei Pflanzen, Nematoden und Hefen beschrieben ist [Zong et al. 2009]. Dieses System ist
Teil der unspezifischen Abwehr gegeniber Viren. Eine andere hypothetische Funktion ist eine direkte
Abwehr gegeniiber Bornaviren [Horie et al. 2016]. In Streifenh6rnchen wurde gezeigt, dass die

Expression von Bornavirus-dhnlichen Sequenzen die BoDV-1-Replikation behindert [Fujino et al. 2014].
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In manchen Nagern und Affen werden Bornavirus-dhnliche Sequenzen als piRNAs exprimiert, die an
der Verhinderung einer Bornavirusinfektion beteiligt sind [Parrish et al. 2015]. Durch eine
Dysregulation der Expression und Replikation der Bornavirusgene kann eine Infektion verhindert oder
gestort werden. Ein solches spezifisch gegen Bornaviren gerichtetes Abwehrsystem deutet allerdings
auf einen regelmaRigeren Kontakt wahrend der phylogenetischen Entwicklung hin, damit aufgrund
eines evolutionaren Vorteils dieses System beibehalten wird. Es ist damit sehr wahrscheinlich, dass

auch in Fledermausen Bornaviren vorkommen koénnen.
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Abstract

Background

Many RMA viruses arise from animal reservoirs, namely bats, rodents and insectivores but
mechanisms of virus maintenance and transmission still need to be addressed. The bicol-
ored white-toothed shrew (Crocidura leucodon) has recently been identified as reservoir of
the neurctropic Borna disease virus 1 (BoDV-1).

Principal Findings
Six out of eleven wild living bicoloured white-toothed shrews were trapped and revealed to
be naturally infected with BoDV-1. All shrews were i in captivity in a long-t
study over a time period up to 600 days that differed between the individual shrews. Inter-
stingly. all six anil an i of infection despite virus shedding
via various routes indicating a highly adapted host-pathogen interaction. Infectious virus
and viral RNA were demonstrated in saliva, urine, skin swabs, lacrimal fluid and faeces,
both during the first & weeks of the investigation period and for long time shedding after
more than 250 days in captivity.

Conclusions

The various ways of shedding ensure il virus mair inthe ir popula-
tion but also fransmission to accidental hosts such as horses and sheep. Naturally BoDV-1-
infected living shrews serve as excellent tool to unravel host and pathogen factors responsi-
bble for viral o while their physiological
integrity despite high viral load in many organ systems.

ICE in resernvoir

PLOS ONME | DOE10.1371jounalpone. 0137018 August 27, 2015
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Introduction

Muost of emerging viruses that are continuously detected belong to the RMA viruses and are
often zoonotic in nature with epidemic or epizootic potential in case of transmission to live-
stock or humans [1-3]. Interestingly, approximately 50% of the highly pathogenic diseases
caused by these agents affect the central nervous system [4-6]. Emerging viruses and also
viruses highly pathogenic for animal species often arise from animal reservoirs, namely bats,
rodents and insectivores. Thus, reliable animal medels for the in vivo analysis of host-pathogen
interactions in respective reservoir species and the mechanisms that drive crossing of species
barriers are urgently needed. This could also allow characterization of transmission routes and
maintenance in reservoir populations of these viruses. The order Mononegavirales comprises
non segmented negative stranded RNA viruses with a considerable number of highly patho-
genic viruses which reside inconspicuously in natural reservoirs, e.g. lyssaviruses, paramyxovi-
ruses and henipaviruses in bats, In case of transmission te susceptible animals or humans they
cause fatal disease |7, 8] Boma disease virus-1 (BoD'V-1) also belongs to the arder Moronega-
virales and was classified within an own and currently growing family named Bornaviridae. A
new classification of this family with subdivision into 5 species has been proposed with the
classical Borna disease virus- 1 as part of the species Mammalian 1 bornavirus [9]. Recently, a
variegated squirrel-derived bornavirus (VSEV-1) was found in association with the death of
three people indicating the zoonotic potential for this newly discovered bornavirus [10]. Com-
parably ta other reservoir-bound viruses of the order Mononegavirales, BoDV-1 infection can
lead to a lethal neurological disorder in accidental hosts such as horses and sheep due to a
severe immune mediated non purulent meningoencephalitis [11]. The strictly endemic course
of Borna disease with seasonal appearance in spring and early summer, the varying incidence
between years with peaks every three to five years as well as the highly conserved viral genome
pointed to a natural reservair for BoDV-1 already for a long time [12]. However, many studies
in wild rodents did not reveal any signs of BoDV-1 infection in these species [13]. First evi-
dence of natural BoDV-1 infection in small mammals was provided by the detection of BoDV-
1 antigen and RNA in bicolored white-toothed shrews (Crocidura leucodon) originating from
an endemic area in Switzerland [14, 15]. This was substantiated by a study based on a geo-
graphic information system analysis which connects the prevalence of Borna disease and the
distribution of C. lencodon [16]. Recently, similar occurrence of BoDV-1 infection in C. leuso-
don in endemic areas in Bavaria and in Saxony-Anhalt [17, 18] further underlines the role of
this shrew species as BoD'V-1 reservoir. Overlapping feature of all BoDV-1-infected shrews—
regardless of their endemic origin—is the widespread virnus distribution mot only in the central
nervous system (CN5) but also in peripheral organs capable of shedding virus in secretions and
excretions [15, 17, 15]. Experimental BoD'V -1 infection of neonatal immune incompetent rats
leads to a quite comparable mode of virus distribution [19]. In these animals, persistent infec-
tion is achieved by immune tolerance. Obvious neurological signs are lacking but behavioural
deficiencies have been noted. In contrast, adult Lewis rats exhibit a severe neurological biphasic
disease due to a non purulent meningoencephalitis closely resembling the accidental host situa-
tion. Certain mice strains develop a fatal nevrological disease only after intracerebral infection
of newborns [20, 21]. Thus, sutcome of experimental BoDV-1 infection in rodents such as
mice and rats depend on the species and even the particular strain and, the age at time point of
infection. The latter is most likely explainable by the status of the immune system. This leads to
significant differences in virus-host interactions resulting in variable dinical outcome and fatal-
ity of disease, reaction pattern of the immune system, virus distribution and shedding.
‘Whether natural BoDV-1 infection of C. leucodon may fit to any of the known experimental
courses of even run a different and so far unknown way of infection remains unknown. Thus,
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dlinical outcome, routes of virus shedding including demonstration of infectivity was charac-
terized in BoDV-1-infected . leucodon. This contributes to understand not only BoDWV-1
pathogenesis bat also serve as in vivo model for the analysis of general mechanisms of viral co-
existence of reservoir-bound neurotropic viruses in physiologically normal appearing hosts.

Material and Methods
Animals
To further characterize viral maintenance in reservoir species, bicolored white-toothed shrews
were caught alive. Trapping was performed at two sites in the administrative district of Swabia
(permission No_ 55.1-8646-2/75), a known endemic area for BoDV-1 infections and clinical
apparent disease {Borna disease) in horses. After trapping, shrews were transported separately
and put in husbandry. The animals were kept isolated from each other in single cages. They
were kept in adapted standard cages type 4 and with respect to the natural requirements they
were fed with a mixture of chicken heart muscle, chicken liver and insects. After an adaption
period of 4 weeks and the initial veterinary care the animals stayed in husbandry for breeding.
With respect to the high vulnerability to stress of wild-born animals, a health monitoring was
installed. Once a day a visual examination of body condition, haired skin and behaviour was
carried out and food intake was measured. Once a week body mass was recorded. The animals
were monitored for any sign of direct abnormal behaviour or any indirect evidence like altered
food intake, altered skin care or loss of body weight. In case of suffering, an early humane end-
point scheme adopted from labaratory rodents could be applied including euthanasia by anaes-
thesia conducted with CO; and decapitating. A postmortem examination scheme with
evaluation of gross and histologic lesions could be performed to evaluate the cause of death.
For comparative analysis, tissues from three naturally BoDV- 1-infected dead bicolored
white-toothed shrews from pest control (#2001 and #5017, [17] and another animal #5072
from the same stable as #25017) were used.

Methods

At trapping, infection status of the animals was unknown therefore high hygiene standards
were applied to avoid accidental transmission. To detect naturally BoDV-1-infected animals,
first samples of skin surface were taken directly on first day in husbandry and screened for the
presence of BoDWV-1 RMA as described below. Non-infected animals were sampled in the same
way. In animals caught in 2013 (group 1: female #2, male #3, female #6). after an adaption
phase of one month, samples of saliva, lacrimal fluid, skin surface, urine and excrements from
the BoDV-1-infected shrews were taken weekly over a period of 4 weeks as necessary veterinary
care. Initial veterinary care could be reduced in animals caught in 2004 (#9, #10. #12) and only
an initial sampling was performed. As health monitoring, possibility of long lasting virus shed-
ding after at least more than 250 days in the husbandry was investigated and infected shrews
(group 2: female #2, male #9, male #10, male #12) were sampled again. Quantitative amplifica-
tion of BoDV -1 RN A was carried out by real time RT-PCR as described elsewhere [22] by
using commercially available kits for RNA extraction and real-time reverse transcription poly-
merase chain reaction (QlAsymphony RNA Kit, OneStep RT-PCR kit, Qiagen).

Qualitative isolation of infectious virus was performed on rabbit embryonic brain cells (REB
cells) according to Herzog et al., 1980 [23]. Briefly, cells were incubated with diluted samples
from shrews no #2, #5, #6 and virus replication in REB cells was visualized by indirect immu-
noflucrescence test [24]. Viral RNA was extracted from REB cells persistently infected with the
isolated BoD'V-1 by using commercially available kits for RNA-extraction (RNeasy Mini Kit,
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Qiagen) and was sequenced according to previous protocols [25]. The nucleotide sequences
were submitted to GenBank database.

Phylogenetic studies were performed as described elsewhere [25] using the Phylogeny Infer-
ence Program package, PHYLIP [16]. Representative sequences of all five regional BoDV-1
subclusters were obtained from GenBank (Group 1A: 127077, AY374524; Group 1B:
AY374551, AY374550; Group 2: AY37452], AY374531; Group 3: AY374519, AY374534;
Group 4: UD4608, AY374522; Borna Disease Virus-2 AJ311524). Firstly, SEQBOOT program
was used for testing stability of the trees by bootstrap resampling analysis of 100 replicates. Sec-
ondly, genetic distances between each pair of sequences were calculated based on the Kimura
two-parameter model, transition/transversion ratio of 2, computed with the DNADIST pro-
gram. Thirdly, using the neighbour-joining method of the NEIGHBOR program a phyloge-
netic tree was generated and printed out as a consensus tree by the CONSENSE program.
Finally, the phylogenetic tree was displayed using SEAVIEW [17].

Immunohistochemistry (IHC) was carried out using the moneclonal anti-BoDV-1 nucleo-
protein {BoDV-1-N) antibody Bol® as described elsewhere [28, 29]. In-situ hybridization
(ISH) to detect genomic RNA and respective mRNA sequences of the BoD'V-1-N gene was per-
formed additionally applying established protocols [29].

All statistical analyses were performed using Statistica 10 software package (StatSoft, Tulsa,
Oklahoma, USA). Female shrew #3 was excluded from the statistical analyses of relative body
mass trend as it was used for breeding during the observation peried and could therefore show
changes of body mass due to pregnancy. Relative body mass trend was calculated by ratio of
body mass of an individual at time point x to the body mass at day 1 of hushandry. Normality
of data was assessed using Kolmogorov-Smirnov and Lilliefors tests. We used a Kruskal-Wallis
test to assess significant differences in weekly body mass trend between individuals. We used
Mann-Whitney-U test to test for significant differences relative in body mass trend between
non-infected and infected shrews within the same week in husbandry. The criterion to accept
statistical significance was p < 0.05.

Ethics Statement

Animal husbandry and health management were performed in accordance with the German
law and were declared to the Animal Welfare Officer of the University, additional ethical
waiver of an ethical Animal Care and Use Committee was not required. Prior to animals cap-
ture, capture protocol and gathering of animals were approved and permitted by the adminis-
trative district of Swabia (permission Mo. 55.1-8646-2/75) for establishing an insectivore
animal model. Additional approval by an animal ethics committee for capture of wild animals
was not required. Capture of wild animals was performed by skilled veterinarians according to
the “Guidelines for the capture, handling and care of mammals as approved by the American
Society of Mammalogists” of the Animal Care Use Committee [30]. Animals were kept in an
animal facility of the Philipps-University in Marburg, animal housing was licenced (Az LRV
FD 83.4.1-19¢ 20/21) by the administrative district of Marburg-Biedenkopf according to the
law (Animal Welfare Act = “Tierschutzgesetz", §11) and to the guidelines of the Veterinarian
Association for animal welfare (= “Tierirziliche Vereinigung fiir Tierschutz e.V."}. Only non-
invasive diagnostic sampling procedures during routine veterinary care were applied that did
not need to be additionally approved by an animal ethics committee.

Rabbit embryonic brain cells were generated in the early 1990s by 5. Herzog and frozen
until usage. Generation of these primary cells was licenced (Gi 23-1/89) by the administrative
district of Giessen.
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Results

Eleven hicolored white-toothed shrews were caught (4 females [#2, #3, #6, #8], 7 males [#1, #5,
#7,#9, #10, #12, #13]). An overview about the different shrews is given in 51 Table. As animals
were integrated into husbandry at different time points, the observation period varied between
the animals. In totally six out of eleven shrews (female #2, male #5, female #6, male #9, male
#10. male 12} natural BoD'V-1-infection was confirmed by detection of viral RNA, in three
out of eleven shrews (female #2, male #5, female #6) additionally by detection of infectious
wirus. Two of the naturally infected shrews (male #5, female #6) died about 9 weeks after the
start of the observation period (see below). The five other shrews did not exhibit any evidence
for BoD'W-1-infection, neither infections virus nor viral RNA was detected at any time point
investigated. During the whole observation period up to 600 days, activity and behaviour
during day or night light regime and food intake did not differ between infected and non-
infected animals. Furthermore, there was no significant difference of relative body mass trend
between infected and non-infected individuals (Mann-Whitney U-test, p = 0.06 for each com-
parison) (Fig 1). There was also no significant difference of relative body mass trend between
different weeks in husbandry of non-infected animals (Kruskal-Wallis-Test: H{10:42) =
4.3123; p = 0.9322) and between different weeks in husbandry of infected animals (Kruskal-
Wallis-Test: H{10:50) = 6,8237; p = (.7420). Body mass of the individual shrews are shown in
51 Fig. Six shrews (22, #7, 29, 210, 212, #13), both infected and non-infected ones, developed
focal alopecia after 4 to 5 months. Two animals of group 1 (#5, #6) were found dead without
previous symptoms shortly after the initial health monitoring. Post mortem examination
revealed intestinal invagination as cause of death in one case and hepatitis and pneumonia
without known etiology in the other case.

Infected animals caught in 2013 received an intensive initial health monitoring including
shedding of the virus for 4 weeks. In these three naturally infected shrews (22, #3, #6), viral
RNA was present in saliva, lacrimal fluid. skin swabs, urine and faeces as well as in the ground
substrate from their lairs (Table 1). During the observation period viral RN A was consistently
present in swabs from saliva and skin, however detection varied in urine, lacrimal fluid and
was solely sporadically possible in faeces. Ct-values were lowest in samples of saliva.

For the investigation of long lasting virus shedding BoDV-1 infected animals were sampled
again after at least more than 250 days in the hushandry. In these four naturally infected
shrews(#2, #9, #10, #12), viral RNA was present in swabs from saliva, lacrimal fluid, skin and
urine, but was not detectable in faeces { Tablz 2). Ct-values varied between different animals
and between the samples but were lowest in saliva in two animals.

Furthermore, infectious virus was successfully isolated on REB cells from all of the BoDV-
1-positive shrews caught in 2013 (£3, 25, #6) in samples from saliva (#2, #6), skinfsebum (22,
#6) and urine (#5, #6) ( Fig 2). Viral ENA of isolates from saliva of #2 and saliva of #6 was
sequenced (Genbank accession no. KM349818, KM 349819). In a 2150 nucleotide stretch
(nt 17 to 2161 covering the N, X, P, half of M-protein-encoding regions) sequences of both
isolates revealed a homology of 99% compared to a recent BoDV-1-sequence {GenBank acces-
sion no. KF275185) obtained from a shrew of the same endemic area and to an equine BoDV-
1-sequence from a horse housed in the same region (GenBank accession no. KF275184) [17].
Both isclates are part of the regional BoDV-1 subcluster 1a. (Fig3)

The results obtained from the living shrews were compared to the organ distribution of viral
antigen and BoDV-1-RNA in three naturally BoDV-1-infected . lewcodor from pest control
(#2001 and #5017, [L7] and another animal #5072 from the same stable as #5017) and in the
two deceased shrews. Detailed information about organ distribution is given in 53 Fig. In all of
these animals, mRNA, genomic RNA and/or viral antigen were detected in the nervous system
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and widespread in peripheral organs (e.g. epithelial cells of the parotid gland, lacrimal gland,
sebaceous glands, bronchi, kidney tubules, esophagus and epidermal keratocytes) [17] (Fig 4).
Interestingly, viral antigen was also present in the uterus in ene shrew. Thus, detection of viral
RNA and infectious virus from secretions and excretions in the living shrews (saliva, lacrimal
fluid, skin swabs, urine and faeces) fits well with the morphological demonstration of viral anti-
gen and RNA in the respective organ systems and further confirms successful viral replication
in peripheral organs. Beside virus shedding via secretions and excretions shedding of BoDV-1
seems also to be possible via scaling of epidermal epithelial cells.

Discussion

Reservoir-bound RN A viruses reside typically inconspicuously in animal reservoirs such as
bats, rodents and insectivores. However, transmission routes, host-pathogen interactions
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Table 1. Delection of BoDV-1* RNA hite- & period of 4 weeks.

Shrew Sample Week 1 Week 2 Week 3 Week 4
2 Salva 38" 208" 2785° 26,89 °
Laerimal Buid 34" nd* ararc i

Skin swab | 345° 2948° s02°

Urine e = 80,07 © nd

Fasces - 363° 3159° -
Lair nd e nd 206
s Salva 28534 30387 30,57 ¢ 3250
Laerimal fuid 2159 =312 B1.48° 638"
Skin swab 500" LR 3410 36,06 °
Urine 3468" 888" 483" ®50"

P— 7] 7 el Z
Lair - 550" - 892"
] Salva 31,124 3331 3335 3127
Leerimal fuid 3506 /61" 36,60 296"
Skin swab 36.4° 697" 36,89 a2.97"
Urine 7340 36417 - 30477

Fasces a a 2
Lair 3564° 2 = /M

Foobnote Table 1: * BaDV-1 = Borna diseaga virug,— = negative; nd = nol done.
Results are presented as cl-values of dilerent real time AT-PCA runs: a = lirst rn; b= second wn; ¢ = third run; d = fourh un

odoi: 101371 fournal pore. 01370H B 001

Table2 Detection of BaDV-1* RNA in naturally infectsd bicslored while-toathad shrews sher mors
than at least 250 days in husbandry.

Shrew tirme paint of sampling Sample et-valug
2 634 days ac. * Saliva 32,44
Lacrimal fuid 34,83
Skin swab nd*
Urine: 33,894
Fasces =
=] 315 days & Saliva 274
Lacrimal fluid 26,76
Skin swab 3,64
Urine nd
Fasces -
#10 315 days ac. Saliva 2595
Lacrimal flud 29,62
Skin swab 3383
Urine nd
Faeces =
#2 2B4 days a.c. Saliva 3447
Lacrimal fluid 3221
Ekin swab 3
Urime 3219
Faeces =

Fooinote Table 2: * BoDV-1 = Boma disease virus; ac. = after caplure:— = negaiive; nd = nat done;
Resills are pressnted 53 d-valies

480101371 journal pore. 0137018 002
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Fig 2. Detection of Borna disease virus-1 isolated from saliva (shrew #2) in rabbit embryonic brain cells (3™ passage after isolation).
Immunofiuorescence, polycional ant-BoDV-1 rat serum,

60:10.1371 journal poee. 0137018 9002

necessary for viral maintenance in the respective animal population and factors needed to
cross the species barrier are still rudimentarily known. Thus, reliable animal models are
urgently needed. The order Mononegavirales comprises many viruses with high zoonotic and
pathogenic properties, e.g. fil

henipaviruses, paramyxoviruses and lyssaviruses which

reside in bat reservoirs [Z, 31]. In their biological behaviour, bornaviruses, as known from the

mammalian Borna disease virus-1 (BoDV-1), are unique [ 10, 32], but in several aspects pretty

comparable to other neurotropic Mononegavirales. The recently found zoonotic variegated
squirrel 1 Bornavirus (VSBV-1) clearly differs in its homology to the classical mammalian
BoDV-1 but provides evidence for its zoonotic capacities [1

As the current knowledge is
sparse, it is not known if VSBV- 1 share features with BoDV-1 behaviour. However, detection
of VSBV-1 in several organs including CNS and peripheral organs like lung and kidney of the
squirrel [ 10] also indicate a widespread virus distribution comparable to the BoDV-1 infected
bicolored white-toothed shrew.

Typically shrews rear up to four litters from March to September and winter resource short-
age is the most important source for mortality [33]. Trapping took place during summer and
autumn, therefore caught shrews were likely born in the same year and the age at time of trap-
ping could be estimated between 1 to 6 months. As most of the offspring settles locally [33] kin-
ship between the individuals and joint rearing cannot be excluded.
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During trapping, infection status of the individuals was unknown. Previous studies showed
different infection prevalence of shrews that also differed between the trapping sites in the
study. Hilbe et al [14] found only infected shrews {100%), Puorger et al. [15] detected 2f6
infected shrews (33%), Bourg et al. [17] showed 1/1 infected shrews (100%) at one site und 1/
19 infected shrews (5%) at the other site whereas Ditrrwald et al. [18] found an amount of 917
infected shrews (53%) at one site with a variance between the years from 25% to 100%. These
differences can be due to the small number of animals in the respective population or represent
the natural variation within the shrew population between sites and years. Since examination
of larger cohorts has not been carried out so far, the percentage of naturally infected shrews
among the trapped animals could not be predicted in detail. Six naturally infected shrews out
of eleven shrews implies a percentage of 55% of infected shrews with variations between the
sites and years from 50% (site A, year 2013 3/6, year 2014 1/2) to 66% (site B, year 2014 2/3).
As all non-infected animals did not show any shedding during the whole observation period,
transmission of the virus in the husbandry could be successfully prevented in captivity.

Current data from living shrews provide reliable evidence that natural BoDV-1-infection in
these animals is indeed clinically inconspicuous over a long time period as already previously
assumed [ 15, 18] despite persistent infection with shedding of infectious virus via various sites.
During the observation period of up to 600 days, only two naturally infected animals were lost
due to an intestinal invagination in one case and hepatitis/pneumonia in the other case which
did not seem to be directly related to BoDV'-1 infection. In the bronchial epithelium of the ani-
mal suffering from hepatitis/ pneumonia only few cells harboured BoD'V-1 nucleoprotein,
BoDV-1 mRNA and genomic RNA without associated distribution to the pneumonia and in
the liver only genomic RNA was detected in very few cells.

Interestingly, shedding of viral RNA was continuously present. As shrews were naturally
infected before trapping, the time between the infection and first virus release remain
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unknown. However, low ct-values were found in samples taken at time points at least more
than 4 to 8 weeks after infection and at time points at least more than 200 days after infection.
This indis a persi BoDV-1 infection as known from other animals [11, 13| with long
lasting and continuous virus release. There was certain variability in the amount of viral RNA,
sites of shedding, between individual animals and for the time points of sampling. Some of
these variations can be due to variations in sample size, as gathering of samples had to be per-
formed invasive on hesized animals. However, several shrews exhibited lowest
ct-values in saliva and lacrimal fluid regardless of time point of sampling. Whether this might
have a role for virus transmission, e.g. combating, needs to be further investigated.

PLOS ONE | DO:10.1371/jcumal. pone.0137018  August 27, 2015 10/14

66



Artikel 1

@ PLOS | oxe

Sheddirg of Berna Dizease Virug-1in Shrews

The simultanecus presence of viral antigen, viral mRNA and genomic RNA in CNS and
peripheral tissues points to many sites of viral replication thereby enhancing probability of suc-
cessful virus transmission to other animals [17]. Horizontal transmission of BoDV-1 in shrews
might be either achieved via direct contact with secretions or excretions or even via contami-
nated environment. Since shrews are known to behave territorially, infection by infected saliva
during combating for a habitat might also occur. Vertical transmission of BoDV-1 in shrews
cannot be excluded as viral antigen has been detected in the uterus. However, the route of entry
in the reservoir still remains unknown. Offspring might already be infected early by their
mothers due to the various sites of viral shedding even from the skin. The underlying viral
mechanisms of maintenance in the reservoir are still incompletely understood but might
include adjusted viral life cycle possibly with attenuated pathogenicity. differences in viral
entry and circumvention of the antiviral host immune system [4, 34, 35]. The latter could be
achieved best in specific situations of the host immune system. Infection of animals in an
immune-incompetent stage can lead to persistent, immune-tolerant virus infections, often
associated with shedding of high doses of infectious virus and without any severe clinical signs
and notable inflammatory lesions. To date it remains unknown whether disseminated BoDV-1
infection of shrews is only possible when infected in an immune incompetent state as known
for rats [19]. However, the clinical inconspicuous course could point to an immune tolerant
infection and a highly adapted viral-host interaction. Neonatally BoDV-1 infected rats display
no neurological signs but increased motor activity, learning deficits and subtle changes in social
behaviour and memory [36. 37]. Moreover, experimental BoDWV-1 infection of the prosimian
tree shrew ( Tupaia glis) leads to a persistent infection and transient mild encephalitis, resulting
in a disorder characterized primarily by hyperactivity and pronounced disturbances in social
and breeding behavior rather than neurclogical signs [38]. In the neonatally BoDV-1 infected
rat the behavioral changes were attributed to lesions in the hippocampus and cerebellum and
in the tree shrew to alterations of the limbic system. Whether naturally BoDV-1 infected
shrews also display subtle deficits in learning, memory and/or social behavior, especially mat-
ing. needs to be addressed in further behavioral and breeding experiments. As known so far, C.
leucodon did not exhibit any morphological changes in cerebellum, hippocampus or elsewhere
in the brain as noted for the neonatally infected rat. However, any behavioral changes might
contribute to higher contact frequency or increased aggressive and territorial behavior thereby
facilitating viral transmission and maintenance in the reservoir.

‘Characteristics of the shrew population correspond well to the epidemiologic pattern of
Borna disease. The distribution of . kewcodon in Bavaria and the prevalence of Borna disease
seem to be connected [16]. The yearly varying peaks of Borna disease in accidental hosts and
the decline of Borna disease within the last decades could be related to population dynamics of
the shrews between the years and the restriction of habitats indirectly caused by modern agri-
culture [18]. Inbreeding and low dispersal distance of the offspring correlates with the limited
distribution of BoD'V-1 within endemic territories [1£].

Moreover, the continnons secretion and excretion of infections BoDV -1 and the detection
of viral RMA in the lair substantiates the hypothesis that *infectious dust” is responsible for
BoDV-1 transmission to accidental hosts through the intranasal route as known for hantavirus
infections [39]. In this scenario, the BoDV-1 infection of horses and sheep might rather repre-
sent an accidental occasion. To date it still remains to be solved whether and which factors are
responsible for successful crossing the species barrier. Amount of infectious virus, virulence,
immune status and age of reservoir and accidental host as well as their genetic makeup might
function as essential co-factors.

Taken together, shedding of BoD'V-1 in the bicolored white-toothed shrew is achieved via
various routes which enable successful viral maintenance in the reservoir population and even
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fatal transmission to susceptible accidental hosts such as horses and sheep. Moreover, these
animals serve as suitable model to investigate hest and pathogen factors that enable persistent
viral co-existence in apparently healthy carriers.

Supporting Information
51 Fig. Body mass change infected individuals [g].
(TIF)

52 Fig. Body mass change non-infected animals [g].
(TIF)

53 Fig. Organ distribution of BoDV-1 nucleoprotein, mRNA and genomic BoDV-1 RNA
of individual shrews.
(PDE)

54 Fig. No detection of BoDV-1 antigen or RNA in a non infected shrew by immunohisto-
chemy and in-situ hybridization, shrew was trapped dead by pest control.

(TIF)

51 Table. Overview of individual shrews of the study.

(DOCK)
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S2 Fig. Body mass change non-infected animals [g]
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S3 Fig. Organ distribution of BoDV-1 nucleoprotein, mRNA and genomic BoDV-1
RNA of individual shrews.
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S4 Fig. No detection of BoDV-1 antigen or RNA in a non infected shrew by
immunohistochemistry and in-situ hybridization, shrew was trapped dead by
pest control.
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S1 Table. Overview of individual shrews of the study

shrew sex time of trapping  trapping site  days in BoDV-1 trial

husbandry  infected group

#1 male July 2013 site A > 600 -

#2 female July 2013 site A > 600 + 152"
#3 female  September 2013 site A > 500 -

#5 male October 2013 site A 70 + 1
#6 female October 2013 site A 70 + 1
#7 male October 2013 site A > 500 -

#8 female June 2014 site B >300 -

#9 male June 2014 site B > 300 + 2
#10 male June 2014 site B >300 + 2
#12 male July 2014 site A >250 + 2
#13 male July 2014 site A > 250 -

Footnotes Table S1: * trial group 1 = shrews that received intensive initial health monitoring;
trial group 2 = shrews sampled for investigation of long lasting virus shedding
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Abstract

Methods: Frozen brain samples (n

viral antigen.

Background: The majority of emerging infectious diseases are 2oonotic in nature and originate from wildlife
reservoirs. Bama disease, caused by Boma disease vinus 1 (BoDW-1), is an infectious disease affecting marnmals, but
recently it has also been shown to cause fatal encephalitis in hurnans. The endemic character of Barna disease
points towards a nature-bound reservair, with anly one shrew species identified as reservair haost 1o date. Bats have
been identified as reservoirs of a variety of zoonotic infectious agents. Endogenous bama-like elements in the
gename of certain bat species additionally point towards co-evelution of bats with bomaviruses and therefore raise
the guestion whether bats could serve as a potential reservair of orthobomaviruses.

257) of bats of wven different genera from Germany were investigated by
orthobormaviral RT-PCR. Additionally, tissue shides of formalindixed paraffin-embedded material of a subset of these
bats {n = 140) were investigated for orthobomaviral phosphoprotein by immunohistochermistry.

Results: The brain samples were tested by RT-PCR without any eviderce of orthobornavirus specific amplicons.
Immurnohistochemistry revealed a faint immunoreaction in 3/140 bats but with an untypical staining pattem for

Conclusions: BT-PCR-screening showed no evidence for orthobomaviral RMNA in the investigated bats. However,
immunohistochemistry results should be investigated further to elucidate whether the reaction might be associated
with expressed endogenous bornaviral elements or ather so far unknown bornaviruses.

Keywords: Borna disease virus 1, Beservoir, Bats, Bavaria, Germany, Bomaviridas

Background

The increasing incidence of emerging infectious diseases
(EIDY) represents a threat to public health. Interestingly,
the majority of these EIDs are zoonotic in nature and
originate from wildlife reservoirs. Due to their biological
characteristics, particulacly bats have been identified as
reservoirs for many emerging viruses [1].

Many of these emerging viruses are RNA-viruses of
the order Manamegavirales. In this order, the virus fam-
ily Bornaviridae has been growing remarkably during re-
cent years due to the discovery of several new species
and genera. As of 2019, the taxonomy comprises three
genera: Carbovirus, Crltervirus and Ovthobornavirus [2).

* Comespandence: Dariel nobachgvetmed uni-giesssn.de
retiiute of Vesmrinary Pathology, lusius Lishig University, Glessen, Germany
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Of the genus Orthobornavirus, two species, Mammalian
1 orthobornavings and Mamsmalian 2 orthobornavirus,
are known to affect mammals. Belonging to Mammalian
1 arthabornavirus, Borma disease virus 1 (BoDV-1) is still
the most prevalent bornavirus in mammals. BoDV-1 is
well known to cause severe and fatal neurological Borna
disease in a wvariety of mammals, mainly horses and
sheep. Recently BaD'V-1 was identified as causal agent in
fatal human encephalitis cases [3, 4]. This underlines the
need to unravel potential sources of infection in order to
prevent further animal and human cases, especially since
no curative therapy or vaccination exists [3, 4].

Endemic areas for Borna disease are located in central
F.umpe. such as Bavaria, Saxrmy-AnhaJL and Ss_mny im
Germany, 5t. Gallen and Canton of Grisons in Switzerland
and Vorarlberg and Upper Austria in Austria [5, 6]
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Phylogeny of BoDV-1 isolates reflects their geographical
origin and respective endemic regi dless of the
host species they have been isolated from [5]. The en-
demic character, strong conservation of the viral genome
and seasonal occurrence of the disease already pointed to
a potential wildlife reserveir [7]. As the sequences of BD
cases from neighbouring locations are particulardy stable
even over years, this wildlife reservoir was assumed to be
territorially bound [5). In several of the endemic areas, the
bicolored white-toothed shrew (Crocidura lewcodon), be-
longing to the order of Eulipatyphla, has been identified as
natural reservoir of BoDV-1 [6, 8, 9]. However, beside the
bicolored white-toothed shrew, no other reservoir, neither
Eulipotyphla nor rodent, has been found yet. Bank voles
have been experimentally proven to be susceptible to
BoDV-1 [10] and serum antibedies against bornaviruses
have been detected in free ranging bank voles [11]. Never-
theless, there is no evidence for naturally infected bank
voles in endemic areas to date. Serological data have
shown that several other free ranging small mammals,
mastly belonging to the order of Rodentia, can also exhibit
serum antibodies against Bornaviridae, but without any
other evidence of BoDV-1-infection [9). Only bicolored
white-toothed shrews display a disseminated virus distri-
bution and harbour BoDV-1 in excretory and secretory
organs [9, 12] and shed infectious virus which suggests
that they can transmit BoDV-1 [13].

Although several rodents and other small mammals
are known as impertant reserveirs for many viruses, bats
{order: Chiroptera) represent the vast majority of identi-
fied natural reservoirs of several virus families/species to
date [1, 14]. For example, bats are known reservoirs for
a growing list of RNA viruses, including rabies virus and
other lyssaviruses, henipaviruses, coronaviruses and
ebola virus [15]. Virus infections in bats follow the typ-
ical pattern of reservoirs with a persistent course lacking
clinical disease [1, 16]. Several biological characteristics
including gregariousness with large colonies, seasonal
migrating and long life span make bats suitable to carry
and spread viruses [16]. Seasonal migrating and wide
hunting territories of bats can lead to wide distribution
of harboured viruses [1], however, shedding in pulses
and additional local factors can lead to local transmis-
sion events [16). In Euwrope, 35 bat species from the
order Chiroptera can be found [17]. These European
bats share the same biological characteristics, but
transmission events of zoonotic viruses are rare due to
smaller dimensions of populations and colonies [18]. In
Germany, 25 bat species can be encountered from the
family Rhinolophidae and Vespertilionidae [19]. They in-
clude common native species, such as members of the
genera Pipistrellus, Myotis and Vesperilio, and some ser-
iously endangered species like Rhinolaphus hipposideros,
Myatis emarginatus and Barbastella barbasteilus |19].

Psgelof &

Several bat species, for example Myotis natteri, use
roosts in barns and stables [20], which facilitates the
possibility of virus transmission to livestock [18].

In addition, endogenous bornavirus-like elements
(EBL) have been detected in the genome of several bat
species [21-24]. These EBL are DMNA-sequences in bat
genomes displaying considerable sequence identities to
present-day bornaviral genes on amino acid level of
about 30-50% [25]. In some bat species, transcription of
EBL similar to the bornaviral RMA-dependent RNA-
polymerase has been reported [22]. Further analysis of
these EBL strongly hint at ancestral and repeated contact
between bats and bornaviruses during their evolution at
least 11,8 million years ago [23, 26]. The function of
these EBL is still discussed and an immunological
benefit in the interaction with bornaviruses has been
suggested in some mammalian species [22, 27]. As the
retaining of the expressed EBL in the bat genome despite
evolutionary selection requires resources, a benefit of
the EBL and regular encounters between bornaviruses
and bats during evolution seem plausible [22].

In conclusion, due to the continuous detection of new
viruses in bats, the unclear situation regarding additional
potential BoDV-1-reservoirs and molecular evidence for
co-evolution of bats and bornaviruses, this study was
conducted to investigate the potential presence of the
most common orthobornaviruses in bats from endemic
and non-endemic areas in Germany.

Methods

Two hundred fifty-seven brain samples of bats from
Germany (97 from endemic regions in Bavaria) were
provided by the Leibniz Institute for Zoo and Wildlife
Research (Leibniz-1ZW), Berlin (79 Pipistrellus sp., €7
Nyetalus i, 57 Mybu'_r ., 22 Eplﬁ.fcu: ., 17 Vespe:ﬁ-
lio sp., 12 Plecotus sp., 2 Barbastella sp., 1 bat without
species identification), and stored frozen at - 80°C.
Additionally, bat organs from diagnostic necropsies
archived as formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)
material of 101 bats from the German federal state of
Bavaria (31 Pipistrellus sp., 14 Vespertilio sp, 12
Eptesicus sp., 12 Nyctalus sp., 10 Plecotus sp., 8 Myotes
sp.) and 39 bats from the federal state of Hesse (5 Myotis
sp., 2 Pipistrellus sp., 2 Plecotus sp., 1 Nyctalus sp., 29
bats without species identification) were provided by the
Leibniz-TZW, the State Veterinary Institute of Giessen
(Landesbetriecb  Hessisches  Landeslabor) and  the
Department of Animal Ecology and Systematics,
Giessen. All organ tissues were retrieved from diagnostic
necropsy material from carcasses submitted by bat
rehabilitation centres and bat researchers in Germany to
the respective institution. Samples from the Leibniz-
IZW were archived materials from a previous larger
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study on disease and cawses of death in Eurepean bats
from Germany [28].

For screening for orthobornaviral RNA (200 bp of X/
P-ORF), brain samples were analysed by a two-step RT-
PCR detecting a broad spectrum of orthobornaviruses
(see below). RMA isolation and RT-reaction was per-
formed with RNEasy Mini kit (Qiagen) and Quantitect
Reverse Transcription Kit (Qiagen) according to manu-
facturer's instructions, respectively. PCR was performed
with MyTag HSMix (Bioline) under manufacturer’s
standard condition with degenerated primers (Additional
file 2: Table 51) [29]. These primers were designed to
detect viruses of seven species of the genus Orthaborma-
virus (Mammalian 1 orthobornavirus, Mammalian 2
orthebornavirus, Passeriform 1 orthobormavirus, Passeri-
form 2 orthobornavirus, Psittaciform 1 orthobormavirus,
Psittaciform 2 orthobornavirus and Waterbird 1 ortho-
bormavirus), but not viruses of the species Elapid 1
orthebormavirus of the genus Orthobornavirus or viruses
of the genera Carbovirus or Cultervirus. The applied
RT-PCR assay has been proven to detect several known

ic members of the genus Orthobormavirus
(BoDV-1, variegated squirrel bornavims 1 (VSBV-1),
parrot bornavirus 2 (PaBV-2), parret bormavirus 4
(PaBV-4)) [29]. As internal control, glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase-( GAPDH -amplification (402
bp) was included. As positive control, isolated RNA from
a BoDV-1-positive mouse was used, and a formerly
negatively tested bat served as negative control. Lengths
of amplicons were visualized with gel electrophoresis
(2% agarose gel with 3% Midori Green (Biozym)) accord-
ing to manofacturer's instructions and commercial
Sanger sequencing of orthobornavieal amplicons was
performed for positive controls (GATC, Eurofins
Genomics). BoDV-1 negatively-tested bat-RNA was
spiked with serial dilutions of either BoDV-1-RMA,
VEBV-1-RENA, PaBV-2-RNA or PaBV-4-ENA to assess
specificity and sensitivity.

To screen for bornaviral antigen, immunohistochemis-
try was performed using a polyclonal antibody for the
detection of bornaviral phosphoprotein (antibody p24).
This antibody is known for its cress-reactivity also with
the phosphoprotein of PaBV-2 and PaBV- 4 of the
species Peittaciform 1 orthobornaviruses [30] and VSBV-
1 [31]. All reactions were compared to a negative control
slide incubated with a rabbit serum (Rabbit Immuno-
globulin Fraction, Dako). Organs with positive immuno-
staining were further examined with a panel of
antibodies to examine specificity of this reaction. The
panel included two antibodies directed against the viral
nucleoprotein of BoDV-1 (monoclonal antibody Bol®
[32] and polyclonal antibody anti-BoDV-N [4]) and a
mix of poelyclonal antibodies detecting  VSBV-1-
nucleopratein and phosphoprotein [provided by Dennis
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Tappe, Bernhard Nocht Institute Hamburg]. To exclude
unspecific reaction of the polyclonal rabbit-antibodies, a
polyelonal antibody detecting rabies virus as well as a
second control rabbit serum (Thermofisher) were used
as additional negative controls (details on immunohisto-
chemistry protecols in Additional file 4 Table 52).

Results

By RT-PCR-screening in 239/257 samples GAPDH-
amplicons could be obtained, the other 19 samples were
excluded due to insufficient quality. These 239 samples
were tested for orthobornaviral ENA and ne specific
amplicons regardless of origin from endemic or non-
endemic areas were observed. The control consisting of
RNA of a BoDV-1 infected mouse was correctly ampli-
fied as verified by correct size on the gel and respective
sequences (Additional file 1: Figure 51). Spiking of bat
RNA with serial dilutions of various orthobornavirus-
RNA demonstrated the detection limit of 5000 orthobor-
navirus copies in 660 ng RNA.

By immunohistochemistry applying the polyclonal
antibody p24 specific for the phosphoprotein, a faint re-
action was found in 3/140 animals, in particular located
in the cytoplasm of smooth muscle cells of the intestine.
All respective negative control slides were without any
immunoreaction regardless which control antibody was
used. Mo immunereactivity was found using the
monoclonal antibody BolB specific for the BoDWV-1-
nucleoprotein in these samples, Immunereactivity was
found wsing the palyclonal antibody detecting BaDV-1-
nucleoprotein in one sample and using the polyclonal
antibodies detecting VSBV-nucleoprotein and phospho-
protein in two samples. However, in 17/140 other ani-
mals a comparable immunoreaction was observed in
negative control slides wsing control rabbit serum or
polyclonal anti-rabies antibodies (details in Additional
file 5: Table 53 and Additional file 3: Figure 52).

Discussion

Recent cases of fatal encephalitis in humans due to
BoDV-1 infection strengthen the need to survey poten-
tial wildlife reservoirs and identify potential risk factors
for infection. Although the bicolored white-toothed
shrew has been identified as indigenous reservoir of
BoDV-1, other potential reservoirs or animal carriers are
still unknown so that further investigations of small
mammals including bat species are urgently needed. Bats
have already been discovered as reservoir of emerging
and highly pathogenic viruses. Many factors, such as
their gregarious way of life, can facilitate pathogen trans-
mission to other bats and virus persistence in the popu-
lation. In European bats, only few zoonatic viruses have
been discovered [18, 33, 34] and the overall hazard for
humans is comparably low [18] As some bats take
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roasts in barns and stables [20] and bat carcasses are
found in close proximity to agriculture [35]. a risk of
sporadic transmission events to livestock animals can be
assumed if viruses can be detected. Animal movement
across borders of endemic regions during hunting and
migration of bats seems to contradict stable geographical
clustering of BoDV-1 isolates and the hypothesis of a
territorially bound reservoir [5]. Nonetheless, consistent
usage of the same roosts as summer or winter quarter
may support observed clustering and could facilitate rare
endemic transmission. Additionally, the molecular evi-
dence for co-evolution of bats and bornaviruses [22, 27]
could suggest the possibility of infections of ather paten-
tially so far unknown bornaviruses beside the tested
orthobornaviruses. Therefore, this study aimed to exam-
ine the possible role of bats as carrier and reservoir of
orthobornaviruses such as BoDV-1 as one of the most
COIMITION Virus.

All samples originated from bats which died because
of injuries or disease. They were part of a previous study
on diseases and causes of death in European bats, where
traumatic injuries and inflammatory lesions, partly due
to bacterial infections, were the major cause of deaths in
these animals [28]. Since Borna disease in animals is
known to be endemic in sperific areas of Germany [5],
samples were sorted by regional origin corresponding to
known endemic regions (Bavaria) and other non-
endemic regions in Germany. However, as some bat spe-
cies tend te have wide hunting territories or migrate
during the year and can cross the borders of endemic re-
gions, this sorting might bear a risk of bias. The study
includes samples from available bat species and is not
limited to bat species suspected to interact with borna-
wviruses [23, 24] as interspecies virus transmission has
already been observed [1, 14].

Interestingly, the screening by RT-PCR for orthobor-
naviral RNA provided no evidence of orthobernavirus
infection in the investigated bats. The detection limit of
the applied orthobormavirus RT-PCR was 001 mg/pl
orthohornaviral RNA in 700 ng/pl mammalian RNA ac-
cording to literature [29] and 5000 copies in 660 ng
RNA in our awn testing. Therefore, already low amounts
of viral RNA should have been detected as verified by
the correct amplification of all control orthobernavirus
species. Spillover host [36] and reservoir species [12]
regularly yield high amount of viral RNA, much higher
than the detection level of the applied RT-PCR assay.
However, the presence of previously undiscovered
bornavirus species, such as the ones recently described
in reptiles and classified as carboviruses [37] cannot be
excluded and could be further investigated by bread and
undirected approaches, such as metagenomics.

In contrast to the RT-PCR results, the faint immuno-
histochemical reaction in smooth muscles of three
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animals raises the question whether an antigen with
cross-reactivity or a  bornaviral  phosphoprotein  is
present. However, in several other animals similar
reactions were detected applying unrelated polyclonal
antibodies produeced in rabbits and unspecific rabbit
serum. Moreover, the staining pattern is rather untypical
for BoDV-1 but eccurs regularly in avian bornavirus
infections [30]. The immunohistochemical reaction was
not observed using a monoclonal antibody against the
nucleoprotein of BoDV-1. It was observed in one animal
using a polyclonal antibody against the nucleoprotein of
BEoDV-1 and in two animals using polyclonal antibodies
against proteins of variegated squirrel bornavirus-1.
Thus, an infection with another, so far unknown borna-
virus could not completely be excluded and has to be
investigated in further studies. Scarcity and limited qual-
ity of material impeded further immunchistochemical
and molecular investigations. As endogenous bornaviral
elements similar to bornaviral RMA-dependent RMNA-
polymerase have been found in bats [22], a translated
endogenous element could also have been detected by
immunchistochemistry due to cross-reactivity. However,
an endogenous bornavical-phosphoprotein-like protein
has not been found yet and some authars have discussed
a deleterious effect of endogenization of bornaviral
phosphoprotein [38]. On the contrary, an endogenous
bornaviral-P-like protein might alse help prevent against
bornavirus infection as the bornaviral polymerase is
inhibited by a disturbed nucleoprotein-phosphoprotein-
ration [39].

Conclusions

To summarize, RT-PCR-screening of tissues from
European bats revealed no evidence for orthobornaviral
RNA. Further studies could unravel whether the immu-
nohistochemical reactions might be due to expression of
endogenous sequences gained during evolution of the
bat species or even new bornaviruses.
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Additional file 1: Figure S1. Gel electrophoresis of PCR Products.

45 56 SR/ S O R O NTRT PC NC

402bp
@ 200bp

Controls

1-10: Borna-negative samples of sufficient quality with GAPDH-band at 402 bp-amplicon length
11: Sample of insufficient quality without GAPDH-band

NTRT: No template reverse transcription-reaction control

PC: Positive control (BoDV-1-positive mouse)

NC: Negative control (BoDV-1-negative bat)

NTC: No template control of PCR

bp: base pairs

Additional file 2: Table S1. Primer Sequences.

Primer Sequence (5°-3¢) Product
OrthoBorna Forward CGCGACCMTCGAGYCTRGT 200bp
OrthoBorna Reverse GACARCTGYTCCCTTCCKGT [KF275184.1]
GAPDH Forward GGTGATGCTGGTGCTGAGTAT 402bp

GAPDH Reverse GGATGACCTTGCCCACAG [NM_017008.4]
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Additional file 3: Figure S2. Immunohistochemistry reactions in the intestine of

Eptesicus nilssonii.

%

T

F

2A polyclonal antibody p24 specific for orthobornavirus phosphoprotein, staining of smooth muscle

cells

2B polyclonal antibody anti-BoDV-N specific for BoDV-1 nucleoprotein, no immunoreaction
2C polyclonal antibodies VSBV-N and VSBV-P specific for VSBV-1 nucleoprotein and phosphoprotein,

faint staining of smooth muscle cells

2D negative control: rabbit immunoglobulin fraction, no immunoreaction

2E negative control: control rabbit serum, no immunoreaction
2F negative control: polyclonal antibody specific for rabies virus, no immunoreaction

Additional File 4: Table S2: Immunohistochemistry details.

Antibody Dilution Pretreatment Detection system Origin
polyclonal rabbit-anti-p24 (p24) 1:2000  none biotinylated anti-rabbit Prof. Garten,

1gG+ ABC-method Marburg, Germany
monoclonal mouse-anti-p38 (Bo18) 1:500 none biotinylated anti-mouse ~ Dr. Herzog,

1gG + ABC-method Giessen, Germany
polyclonal rabbit-anti-BoDV-N 1:2000  none biotinylated anti-rabbit ~ Prof. Dennis Tappe,

1gG + ABC-method Hamburg, Germany
polyclonal rabbit-anti-VSBV-N + polyclonal 1:2000  none biotinylated anti-rabbit Prof. Dennis Tappe,
rabbit-anti-VSBV-P 1gG + ABC-method Hamburg, Germany
rabbit immunoglobulin fraction 1:2000  none biotinylated anti-rabbit ~ Dako, Agilent

1gG + ABC-method
control rabbit serum 1:2000  none biotinylated anti-rabbit ~ Thermofisher

1gG + ABC-method
polyclonal rabbit-anti-rabies 1:2000  none biotinylated anti-rabbit Dako, Agilent

1gG + ABC-method
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5 Zusatzliche Ergebnisse

5.1 Artikel 3 (unvero6ffentlicht)

Daniel Nobach, Manon Bourg, Guido Schemken, Sibylle Herzog, Jorge A Encarnagdo, Markus Eickmann,
Christiane Herden

Establishing a husbandry of the bicolored white-toothed shrew (Crocidura leucodon)

In preparation

Abstract

For most scientific purposes, rodents are used to generate animal models but for certain scientific
purposes these animals cannot mimic the needed model character adequately. Therefore we
established a breeding colony of bicolored white-toothed shrews (Crocidura leucodon) in a laboratory
animal facility as a new insectivore model. The founder shrews (n=13) were captured in two locations
in Germany and were housed in adapted plastic cages. Their diet, consisting of chicken heart muscle,
chicken liver and commercial pellets, was analysed for vital nutrients and thereby proved comparable
to their natural diet. The body mass showed individual and temporal variations with a mean body mass
of 13.6 g in wild-caught animals and 9.7 g in the offspring. Altogether, the shrews have achieved a
median life span of 752 days in the husbandry and have produced an offspring in two generations of
16 animals. Thus, the bicolored white-toothed shrew can be maintained as a promising laboratory
animal. After adapting routine methods used in rodent research to the shrews the bicolored white-
toothed shrew will be a most welcome insectivore model and alternative to common rodents for

selection of the most suitable and reliable animal model for the respective scientific questions.

Keywords

Animal model, Eulipotyphla, husbandry, Insectivore, reservoir

Introduction

For most scientific purposes, rodents (rats, mice) are used to generate animal models for the respective
research approach. However, criticism out of the scientific community might occur about the
translational value of these inbred mouse models [8,21,28,29,34,38]. Concerns are often related to the
distant phylogenetic relationship between mice and humans [34]. Another concern is diverging
immunologic reactions between laboratory rodents staying under controlled housing conditions in a
clean environment for generations and the wild animals in the “dirty” reality [21]. The same
translational problems encountered in the extrapolation of observations from laboratory mice to other

animals or humans can be present when addressing the specific context of wildlife reservoir status for
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infectious, potentially zoonotic agents. Since the host-pathogen interaction in a free-ranging reservoir
might be clearly different from infection of clean laboratory animals, extrapolation of observations can
be also limited. On the other hand, wildlife studies contribute data from the natural conditions but are
cumbersome and might show limits in the reproducibility due to unalterable circumstances and large
variation [28]. By establishing husbandries of new animal models originating from the wild, specific
scientific questions regarding wildlife species can be answered under defined circumstances of a

laboratory husbandry.

Shrews (Soricidae) belong to the order Eulipotyphla, formerly known as Insectivores, in the superorder
Laurasiatheria [2]. In this superorder, already established common animal models comprised ferrets,
cats and dogs and large animals like horses and ruminants. There are a number of studies, but only a
small number, with live animals of the order Chiroptera, namely bats, since they are considered as
important reservoirs for many highly pathogenic and zoonotic viruses. Thus, shrews can serve for the
generation of new and promising animal models due to the phylogenetic relation with other

Laurasiatheria, its primitive characteristics and its convenient size [27].

Shrews are already known as reservoirs for several pathogens including protozoa like Neospora
caninum and Toxoplasma gondii [23], bacteria like Leptospira sp. [22] and viruses like hantaviruses [31]
and Borna disease virus-1 [3,11,16,41]. Especially the interaction between Borna disease virus-1 and
Crocidura leucodon (C. leucodon) is of interest as the shrew harbours the virus in all organs [30] and
continuously sheds virus in secretions and excretions [26] without evidence of clinical symptoms or
histologic lesions [26]. Additionally, Borna disease virus-1 is part of the order Mononegavirales, which
contains highly pathogenic viruses of the virus families Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae

and Pneumoviridae [1].

In the past, most scientific husbandries of shrews were maintained for a limited amount of time to
address a specific scientific question [13,25,37,42]. Hellwing described a large continuous breeding
colony of Crocidura russula monacha and C. leucodon in the 1970s [15]. The animals were kept as
breeding pairs outdoors in steel boxes and got a diet of meat, eggs, cereal, fish-meal and milk [15].
Searle established a breeding colony of Sorex araneus in 1980 without the attempt to pair shrews
reared in captivity [33]. The animals were kept in wooden boxes or enclosures outdoors and got a diet
of meat, cereal and eggs [33]. Ohno et al. described a breeding colony of Crocidura dsinezumi in
1992 [27]. These shrews were first kept in wooden boxes under natural conditions then they were
kept inside a facility in plastic boxes and got a diet of trout pellets and commercial cat food [27].
Besides that, shrews are seldom kept in zoological gardens due to their minimal attractiveness to
visitors. At the moment, the breeding colony described in this manuscript is to our knowledge the only

scientific breeding colony of C. leucodon with steady breeding success.
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Crocidura leucodon, the bicolored white-toothed shrew, is widely distributed in central Europe and
Asia [19]. In recent years, local shifting of ranges between C. leucodon and Crocidura russula has
occurred in parts of central Europe with local extinction of C. leucodon [14,40]. However, in other areas
there seem to be rather a growth in populations due to warm and dry summers [19]. The habitats of
this shrew are usually dry and temperate woodlands or grasslands with burrow tunnels under rocks or
thick brush. Occasionally it can be found in gardens, farmlands and farm buildings [19,24]. It is a solitary
living territorial animal [7]. During winter the territorial behaviour is diminished and overlapping home
ranges and social nest building occur [5,36]. It is a carnivore with a high metabolic rate and feeds on a
variety of invertebrates [24]. During the breeding season, from spring to autumn, female C. leucodon
produces up to 4 litters with a gestation period of 30 days and a weaning period of about 20 days
[7,15]. Especially during breeding season several skin glands, including the flank gland, produce a
strong odour, which can also be smelled by humans. Average life span is estimated at 1.5 years with a

high mortality in winter. [19,24]

In this manuscript we describe the successful establishment of a breeding colony of C. leucodon.

Furthermore, we characterize the animal to pave the way for further scientific purposes.

Material and Methods
Capture of shrews

Capture of animals was performed by skilled veterinarians according to accepted guidelines

[6,9,20,35]. It was performed at several time points at two locations in Swabia.

Caught animals were identified using a “Guide to identified living animals” [17] and released or put
into a transport cage. Empty food boxes (LASvendi, Soest) used as transport cages were about 310mm
x 170mm x 230mm and supplied with food, water and wood pellets and paper for enrichment.
Transportation to the animal facility lasted at the most 20 hours and every six hours food and water

supply were renewed.

Husbandry

Animals were held in single cages sized 590 mm x 380 mm x 200 mm (standard makrolon cage type 4,
EHRET, Emmendingen). The cover had to be adapted due to the small size of C. leucodon and was made
of perforated steel with a hole size of 5 mm. As litter wood shavings (AsBe-wood, Buxtehude) were
mixed with autoclaved soil. Furthermore autoclaved straw was added to the litter as enrichment.
Additional enrichment was achieved by adding a plank with a hole (“1 Loch Liegebrett”, ABEDD,

Vienna) and a transparent red mouse house (tecniplast, HohenpleiRenberg).
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Animals were kept under artificial light, humidity and temperature conditions in a laboratory animal
facility. The light cycle consisted of 14 hours light and 10 hours darkness to mimic a summer season,

humidity was set on 55 % and room temperature on 21°C.

The diet consisted of a mixture of chicken heart muscle, chicken liver and commercial pellets with a
high amount of insects (delikat Futtermischung, aleckwa, Altrip). 250 g chicken heart muscle, 250 g
chicken liver and 500 g commercial pellets were chopped and mixed together with 950 ml water in a
table cutter (robot coupe R2, Enders, Reiskirchen). Aliquots of 20 g were served daily on a dish. The
diet was analysed according to the VDLUFA methods [39] for macronutrients by proximate analysis
and additional analyses for certain individuals minerals performed by a commercial lab (Food GmbH
Jena). Metabolizable energy was estimated using the Atwater formula: ME kJ/g = crude protein x 17 +

ether extracts x 37 + NFE x 17.

Water was supplied in an open dish and was changed daily.

For mating the breeding pair was kept together under similar conditions in a large wooden box (940
mm x 1140 mm x 1000 mm) for 3-4 weeks. Thereafter the cage of female shrew was observed daily

for signs of newborns for a period of 30 days.
Veterinary care

All caught shrews were tested after four weeks for shedding of Borna Disease Virus-1 to identify
naturally infected animals as described elsewhere [26]. Non-infected animals and infected animals
were strictly separated. Cages of non-infected and infected animals were spatially separated by use of
distinct shelves. All duties of the animal caretakers were first performed with the non-infected animals
and last with the infected animals. After contact with infected animals gloves were changed and all

used equipment was disinfected.

To monitor wellbeing of the animals a daily visual examination of general condition and behaviour was
performed. Every 14 days the body mass was measured with a standard animal digital scale. To get an
idea how the body mass developed after birth, the average body mass of one litter consisting of four

animals was measured daily with a standard animal digital scale from day 5 to day 21 after birth.
Further Testing

DNA of the individuals was either gained by swab sampling of mucosal cells of the oral cavity or after
death from muscle tissue. Species identification by visual examination was confirmed by cytochrom-b
PCR [11]. Due to the abdominal location of the testis and lack of sexual dimorphism, sex determination

was done by SRY-PCR [4].
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Dead animals were examined by necropsy and histological examination of a panel of tissues (liver, lung,

spleen, kidney, intestine, skin, brain and spinal column) including all morphologically altered tissues.
Results

During May 2013 and Oct 2014, 16 C. leucodon were caught at two trapping locations in Swabia,
Germany (Table 1). 2 C. leucodon found with a wet coat in the trap died within 6 hours after being put
in the transport box. Beside C. leucodon, 22 Soricidae, 4 Muridae and 1 Arvicolinae were accidentally
trapped (Table 1) and released. Species identification was done by visual examination and was

confirmed for C. leucodon by cytochrom-b PCR.

After the transport, 9 male (#1, #5, #7, #9, #10, #12, #13, #14, #15) and 4 female (#2, #3, #6, #8) shrews
acclimatized, but 1 female shrew (#11) did not accept the conditions of the husbandry and died within
24h. Sexing was done by SRY-PCR. The median life span was 768 days with a range of 91 days up to
1215 days. The body mass showed individual and temporal variations, but no sexual dimorphism, with
a median body mass of 13.6 g and a range of 8.0 g—18.9 g (Table 2). Causes of death included hepatitis
with unknown aetiology (#6), intestinal invagination (#5), pulmonary neoplasia (#8, #2), renal

neoplasia (#10), pancreatic neoplasia (#3) and mediastinal round cell tumor (#1).

One breeding pair (#3, #1) mated three times successfully with a litter size of 3, 3 and 4, respectively.
Removal of offspring took place on the twenty-first day after birth when the offspring fed on the diet.
One breeding pair of the first offspring generation (#21, #22) mated two times successfully with a litter
size of 3. Two matings of this breeding pair did not lead to a gestation. After another mating of this
breeding pair a litter with only one shrew puppy developed and was found dead on the sixth day after
birth. During 15 breeding attempts with 11 different breeding pair combinations female shrews
involving both wild-caught animals and offspring animals showed no signs of gestation (overview in
supplementary table 1). After one breeding attempt (#21, #25) the female shrew died during gestation

with two intrauterine foetuses.

The median life span of the shrews born in the husbandry was 569 days and the median body mass 9.7
g with a range of 5.9 g to 14.9 g (Table 3). During the first weeks the litter grew constantly with a
growth depression on days 14 and 15. After the first month the body mass showed variations around
an individual constant value (Figure 1). One shrew (#25) born in the husbandry died due to

complications during gestation, another shrew (#16) with a lymphoma.

With a proximate analysis the diet were analysed for nutrients (Table 4). Dry matter was 26.8 %, crude
protein was 16.1 %, ether extracts 3.6 %, crude ash 4.1 % and crude fibre 1.3 %. Metabolizable energy

estimated with the Atwater formula was 7.98 kJ/g. Calcium content was 0.85 %, phosphate content
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was 0.30 %, sodium content was 0.27 % and magnesium content was 0.10 %. The daily intake of food

was about 1.1x the body mass.

The shrews showed behaviour patterns similar to behaviour patterns in the nature. Foraging and
resting in the house, under the plank or in the stray was observed. Defaecation took place in the
corners of the cage. Aggressive actions against animal caretakers could not be observed. Eight shrews
(n=8: #2, #5, #6, #9, #10, #12, #14, #15) manifested as naturally Borna Disease Virus-1-infected animals
but show no distinct behaviour or clinical signs of the infection. Occasionally, an excessive fast circling
was observed in four shrews (#21, #23, #27, #28). Clinical signs of disease were rare. Eight shrews (#1,
#2, #7, #8, #10, #12, #16, #25) displayed an apparent decrease in food intake one day before death. In
this status, also an apparent piloerection of the coat was visible. A high number of the wild-caught
shrews (8/13: #2, #7, #9, #10, #12, #13, #14, #15) and to a lesser amount some of the offspring (6/16:
#17, #18, #19, #20, #21, #27) developed after 4 to 5 months a persistent alopecia beginning at the hip
and spreading over the total back. These alopectic areas displayed no signs of inflammation, neither
clinically nor histologically in postmortal biopsies. A score sheet to guide future evaluation of the well-

being of the shrews is given in supplemental data 1.
Discussion and Conclusion

This manuscript describes the establishment of a husbandry and breeding colony of bicolored white-
toothed shrews. Up to now, 13 wild-caught C. leucodon have achieved a median life span of 752 days

in the husbandry and have produced an offspring in two generations of 16 animals.

13 wild-caught C. leucodon as founders of a breeding colony is a low number of animals. Furthermore,
as the shrews were caught in two locations it is probable that they were related. A breeding colony of
this size has a limited gene pool and the chance of a high proportion of inbreeding. However, it should
be emphasized that catching shrews has its own pecularities. According to literature only 1/10 of
caught small animals during a trap night are shrews, the majority are mice and voles [20]. In this study
the percentage of shrews among all captured animals was very high, probably due to very shrew-rich
locations and insect baits which are less attractive to rodents. The high number of trapped Crocidura
russula in the last trapping month of second year at both sites could be a coincidental event of a
territorial change due to short-term population dynamics or could be a sign of expulsion of C. leucodon
due to climate fluctuations as already described in other regions of Europe [14,40]. Therefore the
chance of getting more C. leucodon with additional trapping nights is not predictable. However, in free-
ranging Crocidura russula mating among close relatives occur regularly due to the limited dispersal of

weaned shrews, and do not lead to a reduced fitness [10].
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13 of 16 trapped C. leucodon survived the transportation to the animal facility. Live animal capture
means stress for the animals and even with precautions fatalities cannot be absolutely prevented. The
supply with food and water and the examination every six hour should prevent death due to inanition
and hypothermia [9]. However, at the trapping night with two fatalities there was an overall high
density of small animals (29 caught animals) in the trapping area which might lead to a high
competition and weakened animals to get in the trap. The shrew that died within 24 hours after
transportation did not ingest any of the offered diet but the other 13 shrews acclimatized to the

husbandry condition without any complications.

The diet consisting of chicken heart muscle, chicken liver and commercial pellets was easily accepted
by the shrews. The daily intake was approximately 1.1x of the body mass due to the high metabolic
rate of shrews [7] and the high content of water of the diet. The calculated metabolizable energy of
7.98 kl/g can lead to a high energy intake compared to the suggested energy requirements of 3.4
kJ/g/day of Crocidura russula and 6.7 — 9.7 kl/g/day of Sorex araneus [7]. However, the real
metabolizable energy and energy requirements of C. leucodon are not yet known and in necropsy there
was no evidence for large fat deposits in the shrews. Similar to the diets used in former shrew
husbandries [15,27,33] the diet consisted of a meat basis to meet the requirements of insectivore
animals. The chicken liver in the diet should provide additionally amino acids, special minerals like iron
and zinc and vitamins like vitamin A and B [32]. Further minerals and amino acids were provided by
the commercial pellets made for insectivorous birds with a high content of various insect bodies. As
the natural diet of shrews consisted of a mixture of insects, other arthropods and worms, any special
requirements should be covered by the diet. The proximate analysis showed the similarities of the diet
with insects and worms, for example earthworms and adult mealworms (Table 4). The low dry matter
and the high protein content of the diet mimicked insect nutrients. Known disadvantages of insect-rich
diets are low levels of calcium and low levels of vitamin A, D, E and thiamine and niacin of the B-
vitamins [12]. Crude ash and Calcium in our diet were higher than the levels of insects, and the chicken
liver should provide additionally vitamin A and B. Any unbalance of the diet should be overcome by
the mixture of insect bodies in the commercial pellets. In contrast, former shrew husbandries
[15,27,33] used commercial mineral and vitamin supplements made for carnivore animals to prevent
deficiencies. Due to the lack of reference data concerning identified special amino acid, protein,
mineral or vitamin requirements of C. leucodon a deficiency or overdose of any ingredient cannot be

excluded.

As the diet required a daily renewal due to the fast decay and the high daily intake of 10 g — 20 g per
day the food supply is labour-intensive and expensive. As alternative, a commercial diet fabricated for
tupaias (Tupaiidae) was suggested and tested for Sorex spp. [18] to increase the feeding intervals and
simplify the maintenance but the suitability to C. leucodon has yet not been tested.
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The body mass showed high variabilities between individuals and over time. The mean body mass of
wild-caught animals (13.6 g) was higher than in the offspring (9.7 g). In general, in the first weeks after
catching the body mass of wild-caught animals increased probably due to the easier access to food
than in the nature. In spite the ad libitum access to food the body mass stopped increasing after some
weeks and varied in the following month around an individual value. Dead animals showed no signs of
adiposity like large deposits of body fat or storage of fat in liver or other internal organs. Therefore
only the hygiene requirements of the diet to prevent decay and not the high appetite of the animals

demanded a daily renewal of the diet.

With the use of a large breeding cage several successful matings were achieved. As shrews are
territorial solitary animals [7] and pilot testing showed very aggressive behaviour in a smaller area of
about 0.22 m?, a larger cage with an area of about 1.07 m? was established as breeding cage. The
advantage consisted of the absence of casualties due to fighting. Furthermore, mating of shrews
requires space as mating usually involves chasing [7]. The disadvantages of the large cages consisted
of the large space requirements and the laborious work to maintain the cage. It could be observed that
aggressive or territorial behaviour abated as it is described in resource-rich areas [7]. Therefore the

development of a smaller cage more suitable for a laboratory animal facility could be a future option.

The husbandry produced few offspring compared to former breeding colonies [15,27]. This is a major
obstacle to overcome for future use of this model. The selection of breeding pairs was limited due to
the occurrence of natural infections of Borna disease virus-1 in the colony [26] and the requirement to
keep infected and non-infected animals separated. To ensure the breeding pair would undergo several
oestrus if the first mating was not successful the breeding pair was kept together for three weeks. As
no clear signs of successful mating or gestation could be identified the female were afterward
separated for the whole gestation period of 4 weeks. Therefore, it could last for 4 weeks or after a
successful mating up to 7 weeks (gestation and weaning period) until the female could selected for
breeding again. Thus, several breeding pairs were already older than one year during mating. Although
shrews show a pattern of breeding seasonality [7] they seemed to display under the husbandry
conditions a continuous breeding pattern similar to former breeding colonies [15]. Therefore, as more

potential breeding pairs have grown up similar output as former colonies could be achieved.

Fatalities occurred due to only few inflammatory diseases but mainly of age-related neoplastic
diseases. As the individuals could be closely related to each other a genetic predisposition to certain
neoplastic diseases cannot be excluded although the neoplastic diseases showed no common pattern.
The aetiology of the sporadic circling could not be determined. A genetic factor is probable due to the
familiar background but a stereotypic behaviour might also be possible. It should be noted that the

behaviour occurred only rarely. The idiopathic alopecia can result from moulting problems due to the
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aseasonal condition in the husbandry, in a lack of certain nutrients or in a genetic disease. Further
diagnostics including histopathology will be done to unveil the need of adaptation of the husbandry.
The occurrence of naturally Borna Disease Virus-1-infection has to be considered in wild shrews on the
one side to prevent spreading of the infection in the colony and on the other side to protect the animal
caretakers from a virus with zoonotic potential. The occurrence of behaviour patterns already known
of the wild like marking the corners of the territory with faeces [7] or caravanning the pups [24] shows

the overall acceptance of the husbandry conditions.

In conclusion the bicolored white-toothed shrew is a promising laboratory animal. The husbandry gives
the opportunity to reveal scientific questions like the function of the innate immune systems of
Eulipotyphla or the pathogen-host-interaction of viral or other infections in reservoir species.
Especially the position in the phylogenetic tree as a very old mammal with a relationship to bats
strengthens the interest in this order. Advantages of C. leucodon consist of the comfortable small size,
the low aggressiveness towards humans and the average long life span. Disadvantages consist of the
laborious maintenance and the lack of standardized equipment. One major obstacle to overcome will

be the up to now low breeding success.

In the awareness of limited translational value in certain aspects of traditional animal models the
establishing of new animal models can be one solution. The process needs adaptation of routine
equipment and methods used in rodent research and care but can be achieved in a standard laboratory
facility. In the process of selecting the most suitable and reliable animal model for the planned purpose
of any animal trial also alternatives to rodent models like the bicolored white-toothed shrew should

be considered.
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Figures (Paper 3)

Fig 1. Development of the body mass in the first months
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Tables (Paper 3)

Table 1. Capture
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Table 2. Wild caught Crocidura leucodon

Shrew Sex time of trapping trapping site  days in husbandry mean body mass in g
(range)
#1 male July 2013 site A 1124 12,8 (10,3 — 14,8)
#2 female July 2013 site A 1215 13,7 (10,0 — 17,3)
#3 female September 2013 site A 823 13,3 (9,8 —16,0)
#5 male October 2013 site A 92 13,2 (10,2 -15,3)
#6 female October 2013 site A 91 16,6 (12,9 - 18,9)
#7 male October 2013 site A 931 13,7 (10,5 - 14,9)
#8 female June 2014 site B 599 13,2(9,1-17,7)
#9 male June 2014 site B 895ff 14,3 (9,0-17,5)
#10 male June 2014 site B 722 13,9 (9,4 -17,6)
#11 female July 2014 site A 1
#12 male July 2014 site A 863ff 15,1 g (11,6 — 16,9)
#13 male July 2014 site A 863ff 12,5 (11,0 - 14,3)
#14 male Oct 2014 site B 784ff 10,1 (8,0 — 12,8)
#15 male Oct 2014 site B 784ff 12,5 (10,8 — 14,7)

Table 3. Crocidura leucodon born in captivity

Shrew Sex Birth breeding pair  days in husbandry mean body mass in g
(range)
#16 male September 2014 #3/#1 432 11,4 (10,0 - 12,8)
#17 female September 2014 #3/#1 805ff 10,3 (8,8 — 12,3)
#18 female September 2014 #3/#1 805ff 11,3 (8,6 —14,7)
#19 female November 2014 #3/#1 746ff 12,3 (10,0 — 14,9)
#20 female November 2014 #3/#1 746ff 11,8 (9,9 - 13,5)
#21 male November 2014 #3/#1 746ff 10,7 (7,7 - 12,0)
#22 female January 2015 #3/#1 689ff 9,3(8,1-12,4)
#23 female January 2015 #3/#1 689ff 9,9 (7,7-12,0)
#24 female January 2015 #3/#1 689ff 9,8 (9,0 -10,8)
#25 female January 2015 #3/#1 401 11,3 (10,2 - 14,7)
#26 female January 2016 #22/#21 320ff 7,4 (6,9—-17,9)
#27 male January 2016 #22/#21 329ff 7,9 (7,6 — 8,4)
#28 male January 2016 #22/#21 329ff 8,8 (7,5-10,2)
#29 female March 2016 #22/#21 251ff 7,5 (7,0 - 8,6)
#30 male March 2016 #22/#21 251ff 8,4 (6,5-9,1)
#31 female March 2016 #22/#21 251ff 7,7 (5,9 - 8,6)
#32 unknown _ October 2016 #22/#21 6
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Table 4. Analysis of the shrew diet

Shrew diet Earthworm® Mealworm adult*
(Lumbricus terrestris) (Tenebrio molitor)

Dry matter 26.8 % OS 16.4 % OS 36.3 % OS

Ash 4.1 % OS 152%DM  3.7% DM 3.3 % DM
Crude protein 16.1%0S  60.0% DM 64.0% DM 65.3 % DM
Crude fat 3.6 % OS 134%DM  9.8% DM 14.9 % DM

NFE 1.7 % OS 6.3 %DM 22.0% DM -3.9 % DM
Crude fibre 1.3 % OS 49%DM  6.0% DM 20.4 % DM
Calcium 0.85 % OS 32%DM 0.27% DM 0.06 % DM
Phosphate 0.30 % OS 1.1% DM 0.97% DM 0.76 % DM
Sodium 0.27 % OS 1.0% DM  0.08% DM 0.16 % DM
Magnesium 0.10 % OS 0.3 %DM 0.09% DM 0.17 % DM

ME 7.98 kJ/g 2.99kl/g 5.79kl/g

a Finke et al, 1997

OS: Original substance; DM: Dry matter; NFE: nitrogen-free extract; ME: metabolizable energy
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Supporting Information

S1 Table. Overview of mating

female Shrew/age male Shrew/age duration  outcome time of successful mating
of
pairing
#3/>11 months #1/>12 months 22 days  3x offspring in 2" week of pairing
#8/>3 months #13/>2 months 22 days -
#3/>13 months #1/>14 months 30 days  3x offspring in 13 week of pairing
#3/>15 months #1/>16 months 21 days  4xoffspring in 13 week of pairing
#8/>6 months #7/>14 months 21 days -
#8/>8 months #7/>16 months 23 days -
#8/>10 months #1/>20 months 23 days -
#3/>21 months #13/>11 months 22 days -
#17/> 9 months #16/ >9 months 22 days -
#19/>11 months  #16/>13 months 33 days -
#17/>13 months #13/>15 months 33 days -
#22/>10 months ~ #21/>12 months 28 days  3x offspring in 4th week of pairing
#9/>17 months #18/>13 months 28 days -
#2/>28 months #10/>18 months 35days -
#25/>12 months  #21/>14 months 28 days  female died due to  probable in 2™ week of
gestation problems  pairing
with 2 embryos
#22/>13 months  #21/>15 months 28 days  3x offspring in 1% week of pairing
#22/>18months #21/>20 months 28 days -
#24/>16 months #14/ >24 months 28 days -
#22/>21 months #21/>23 months 28 days 1x offspring, in 13 week of pairing
offspring died at
day 6
#24/>19 months #14/>27 months 28 days -
#29/>9 months #27/>12 months 28 days -
#24/>24 months  #14/>30 months 28 days -
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S2 Table. Evaluation of the well-being of Crocidura leucodon

Interpretation

a) Characteristics of healthy shrews
b) Signs of mild disease, shrew should be observed carefully
c) Signs of severe disease, immediate action required
1. Daily food intake
a. | >0.8x of body mass
b. | >0.5x and >0.8x of body mass
c. | <0.5x of body mass
2. Physical appearance®
a. | Coat smooth and shining, orifices of the body clean
b. | Coat staring, ocular and nasal discharges, anus daubed
c. | Piloerection, open wounds
3. Natural behaviour
a. | Attentive, curious, swift movements, foraging or hiding
b. | Inattentive, reduced and slow or excessive movement, unexplained behaviour
c. | Unconscious, no movement, weak, trembling, heavy breathing
4. Body Mass

Compared to body mass measured less than 14 days before?

a. | Identical or increased
b. | Reduction of >10 %
c. | Reduction of >20 %

!Some animal develop an idiopathic alopecia on the back that can be differentiated from other
lesions by the lack of inflammation of the skin and the normal undisturbed behaviour
2Variations in body mass occur
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5.2 Untersuchung von Betrieben mit equiner BD auf das Vorkommen
von Fledermdusen

Zusatzlich zu dem RT-PCR-Screening [Nobach und Herden 2020] und der immunhistologischen
Untersuchung [Nobach und Herden 2020] wurde in einzelnen Pferdebetrieben im Endemiegebiet in
Bayern, die in den Jahren zuvor mindestens ein Pferd an die Bornasche Krankheit verloren haben, das
Vorkommen von Fledermdusen untersucht. Dazu wurden die Betriebe zur Ausflugszeit von
Fledermausen (1 h vor und nach Sonnenuntergang) besichtigt und mittels Echolot-Detektoren
Fledermduse in der Nahe aufgesplrt und mittels Echolot-Aufzeichnungen ihre taxonomische
Zuordnung bestimmt (siehe Anhang 10.1 ,Bestimmung von Fledermdusen mittels

Ultraschalldetektoren®). Diese Untersuchungen fanden im Juli 2013 statt.

Die 5 untersuchten Betriebe lagen in Bayern, Regierungsbezirk Schwaben, und in den Jahren 2012-
2013 war mindestens ein an der Bornaschen Krankheit erkranktes Pferd aufgetreten (Betrieb 1, Betrieb

2, Betrieb 3, Betrieb 5, Betrieb 6 aus Bourg [2018]).
Ergebnisse

In der Nahe aller Betriebe kamen Fledermause vor. Bei allen Betrieben konnten Jagdgebiete entdeckt
werden, in der Nihe von Betrieb 1, 2 und 6 fanden sich Hinweise auf Quartiere verschiedener
Fledermausarten (Tabelle 7). Das Spektrum der nachgewiesenen Arten beinhaltete Fledermausarten,
die weit in der Gegend verbreitet waren, insbesondere Zwergfledermause (Pipistrellus pipistrellus)
sowie seltener Wasserfledermause (Myotis daubentonii) in der Ndhe von Waldern und GroRe
Abendsegler (Nyctalus noctula) bei offenem Geldande. Verschiedene Arten insbesondere der Gattung
Myotis konnten nicht eindeutig identifiziert werden, da die Rufe dieser Arten groRe Gemeinsamkeiten

aufweisen.
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5.3 Charakterisierung aller Tiere der Feldspitzmaushaltung auf
pathologische Verdnderungen sowie die Virusverteilung in
infizierten Feldspitzmausen

2019 wurde im Hinblick auf die BoDV-1-Infektion einzelner Tiere der Haltung sowie dem hohen Alter

der lebenden Tiere beschlossen, den Unterhalt der Feldspitzmaushaltung einzustellen und mit neuen

Grindertieren die Zucht neu zu beginnen.

In Ergdnzung zu den Daten der Spitzmaushaltung des Manuskripts ,,Establishing a husbandry of the

bicolored white-toothed shrew” wurde die Lebensdauer der Tiere aufgefiihrt sowie mittels Sektion

und histologischer Untersuchung die Todesursache versucht zu ermitteln.

Tabelle 7 Ubersicht liber gefangene Feldspitzméause in der Haltung

Nummer  Geschlecht Fangzeitpunkt  Todesursache Tage in Haltung Korpermasse
(Mittelwert, in g)

#1/ minnlich Juli 2013 Rundzellentumor 1124 12,8 (10,3 — 14,8)
S1361/16
#2/ weiblich Juli 2013 Lungenkarzinom, 1215 13,7 (10,0 -17,3)
S1768/16 Leberadenom
#3 weiblich Sep 2013 Pankreaskarzinomund 823 13,3 (9,8 - 16,0)
S1687/15 maligne

Leberneoplasie mit

pyogranulomatoser

Entziindung
#5/ ménnlich Okt 2013 Darminvagination 92 13,2 (10,2 - 15,3)
S120/14
#6/ weiblich Okt 2013 Hepatitis, Pneumonie 91 16,6 (12,9 — 18,9)
S119/14
#7/ minnlich Okt 2013 Herzkreislaufversagen 931 13,7 (10,5 - 14,9)
S813/16 unbekannter Ursache ,

Basalzelltumor
#8/ weiblich Jun 2014 Rundzellentumor 599 13,2(9,1-17,7)
S181/16
#9 minnlich Jun 2014 n.u. 758 14,3 (9,0 -17,5)
#10/ ménnlich Jun 2014 Nierentumor 722 13,9 (9,4 —17,6)
S892/16
#11/ weiblich Juli 2014 Energiemangel 1 n.u.
S972/14
#12/ ménnlich Juli 2014 Herzkreislaufversagen 903 15,1 (11,6 —16,9)
S45/17 unbekannter Ursache
#13/ minnlich Juli 2014 n.u. 978 12,5 (11,0 - 14,3)
#14/ ménnlich Okt 2014 Lebertumoren mit 1353 10,1 (8,0 — 12,8)
S924/18 Nekrosen
#15/ ménnlich Okt 2014 Herzkreislaufversagen 941 12,5 (10,8 — 14,7)
S702/17 unbekannter Ursache ,

Leydigzelltumor
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Tabelle 8 Ubersicht Giber in der Haltung geborene Feldspitzméause

Nummer  Geschlecht Geburt Elterntiere ~ Todesursache Tage in Korpermasse

Haltung (Mittelwert, in g)
#16/ miénnlich Sept 2014 #3/#1 T-Zell-Lymphom 432 11,4 (10,0 - 12,8)
S1624/15
#17/ weiblich Sept 2014 #3/#1 Herzkreislaufversagen 1194 10,3 (8,8 —12,3)
S925/18 unbekannter Ursache
#18/ weiblich Sept 2014 #3/#1 maligner 1278 11,3 (8,6 —14,7)
S415/18 Rundzellentumor
#19/ weiblich Nov 2014 #3/#1 hepatozelluldres 1014 12,3 (10,0 — 14,9)
S1243/17 Karzinom
#20/ weiblich Nov 2014  #3/#1 Rundzellentumor in der 1068 11,8 (9,9 - 13,5)
S1467/17 Leber
#21/ ménnlich Nov 2014  #3/#1 Rundzellentumor in der 782 10,7 (7,7 - 12,0)
S35/17 Lunge
#22/ weiblich Jan 2015 #3/#1 Herzkreislaufversagen 1237 9,3 (8,1-12,4)
S840/18 unbekannter Ursache
#23/ weiblich Jan 2015 #3/#1 Rundzellentumor in der 997 9,9 (7,7-12,0)
S1388/17 Lunge
#24/ weiblich Jan 2015 #3/#1 eitrige Hepatitis 1145 9,8 (9,0 - 10,8)
S326/18
#25/ weiblich Jan 2015 #3/#1 Geburtsschwierigkeiten 401 11,3 (10,2 - 14,7)
S218/16
#26/ weiblich Jan 2016 #22/#21 getdtet zur 1141 7,4 (6,9-179)
S274/19 Organentnahme
#27/ ménnlich Jan 2016 #22/#21 getotet zur 1163 7,9 (7,6 — 8,4)
S385/19 Organentnahme,

Lebertumor
#28/ minnlich Jan 2016 #22/#21 eitrige Hepatitis, 1058 8,8 (7,5-10,2)
S1675/18 Ektoparasitenbefall
#29/ weiblich Mirz 2016 #22/#21 getdtet zur 1085 7,5(7,0-8,6)
S384/19 Organentnahme
#30/ minnlich Mirz 2016  #22/#21 getotet zur 1085 8,4 (6,5-9,1)
S386/19 Organentnahme,
Lebertumor
#31/ weiblich Mirz 2016 #22/#21 getotet zur 1063 7,7 (5,9 - 8,6)
S275/19 Organentnahme
- nicht Okt 2016  #22/#21 n.u. 6 n.u.
bestimmt

#32/ miannlich  April 2017 #31/#28 getotet zur 719 9
S$502/19 Organentnahme
#33/ minnlich  April 2017 #31/#28 getotet zur 719 8
S503/19 Organentnahme
#34/ weiblich April 2017 #31/#28 getotet zur 719 8
S504/19 Organentnahme
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5.4 Charakterisierung der Virusverteilung in BoDV-1-infizierten Tieren
in der Feldspitzmaushaltung

30/33 Tiere wurden immunhistologisch auf BoDV-1-Antigen untersucht (Tabelle 9,verwendeter
Antikorper: monoklonaler Maus-Antikérper Bo18, Protokoll siehe Nobach et al. [2015]). Wenn bei
einem Tier Antigen im Gehirn nachgewiesen wurde, wurden weitere Organe des Tieres untersucht
(Tabelle 10).

Tabelle 9 Ergebnis der immunhistologischen Untersuchung der Feldspitzmause
aus der Haltung

Ergebnis der immunhistologischen Feldspitzmaus

Untersuchung
Nachweis von BoDV-1-Antigen #1/51361/16, #2/51768/16, #5/5120/14, #6/5119/14,
(19/33) #12/S45/17, #14/5924/18, #15/5702/17, #17/5925/18,

#18/5415/18, #22/5840/18, #23/51388/17, #24/5326/18,
#26/S274/19, #27/5385/19, #28/51675/18, #30/5386/19,
#31/275/19, #32/5502/19, #34/5504/19

Kein Nachweis von BoDV-1-Antigen | #3/51687/15; #7/5813/16, #8/5181/16, #11/5972/14,

(11/33) #16/51624/15, #19/51243/17, #20/51467/17, #21/535/17,
#25/5218/16, #29/5384/19, #33/5503/19

Nicht untersucht #9, #10/5892/16, #13

(3/33)

Spitzmé&use bezeichnet nach Kennzeichnung in der Haltung (#__) und Sektionsnummer (S /Jahr
der Sektion)
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Tabelle 10 Immunhistologische Auswertung der Virusverteilung bei persistent
BoDV-1-infizierten Feldspitzmausen

Gewebe #1/S1361/16 | #2/S1768/16 #5/S120/14 #6/S119/14 | #12/S45/17
Gehirn ++++ ++++ ++ +++ +++
Ruckenmark ++++ +++ ++ ++ +++
Nasenepithel n.u. ++ + + ++
Speicheldrise n.u. ++++ ++ + +++
Herzmuskel neg +++ neg neg +++
Lunge, neg + ++ + +
Bronchialepithel
Leber neg + neg neg neg?
Milz neg neg’ + neg neg
Darm, Epithel ++ +++ neg neg +
Darm, glatte + +++ + ++ ++
Muskulatur
Darm, Ganglien ++ +++ + ++
Niere, + ++ neg n.u.
Tubulusepithel
Haut, Epidermis + +++ neg ++ +++
und Talgdrisen
Braunes +++ n.u. n.u. n.u. +++
Fettgewebe

a) Antigen in Nerven im Gewebe vorhanden
Gewebe #14/5924/18 #15/8702/17 | #17/8925/18 | #18/S415/18 | #22/S840/18
Gehirn +++ ++++ +++ +++ +++
Ruckenmark +++ +++ +++ ++ +++
Nasenepithel +++ n.u. n.u. ++ ++
Speicheldrise n.u. + n.u. n.u. +
Herzmuskel ++ neg + ++
Lunge, ++ neg neg neg® n.u.
Bronchialepithel
Leber + neg neg n.u. +
Milz + neg neg + neg
Darm, Epithel neg + neg neg neg
Darm, glatte ++ ++ neg neg +++
Muskulatur
Darm, Ganglien + ++ ++ neg ++
Niere, ++ + neg neg n.u.
Tubulusepithel
Haut, Epidermis +++ neg® + n.u. +++
und Talgdrlsen
Braunes +++ ++ n.u n.u. +++
Fettgewebe

a) Antigen in Nerven im Gewebe vorhanden
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Gewebe #23/S1388/17 | #24/S326/18 | #26/S274/19 | #27/S385/19 | #28 /S1675/18
Gehirn +H++ ++++ ++++ +++ +++
Ruckenmark +++ +++ +++ ++ ++
Nasenepithel +++ n.u. +++ n.u. ++
Speicheldrise n.u. n.u. + +++ n.u.
Herzmuskel neg + n.u. neg neg
Lunge, neg n.u. ++ + ++
Bronchialepithel

Leber neg neg neg neg n.u.
Milz neg neg neg neg
Darm, Epithel neg neg ++ neg n.u.
Darm, glatte +++ ++ 4+ + n.u.
Muskulatur

Darm, Ganglien +++ ++ ++ + n.u.
Niere, neg + ++ n.u. [+]
Tubulusepithel

Haut, Epidermis ++ +++ +++ ++ +
und Talgdrlsen

Braunes +++ n.u. ++++ n.u. n.u.
Fettgewebe

Gewebe #30/S386/19 #31/S275/19 #32/S502/19 #34 /S504/19
Gehirn +++ ++++ +++ o+t
Riickenmark n.u. +H+ +4++ ++
Nasenepithel n.u. n.u. n.u. n.u.
Speicheldrise ++ ++ + +++
Herzmuskel neg ++ neg n.u.
Lunge, ++ ++ ++ +++
Bronchialepithel

Leber neg neg?® neg neg

Milz n.u. neg neg n.u.

Darm, Epithel neg neg neg ++

Darm, glatte ++ ++ ++ +++
Muskulatur

Darm, Ganglien ++ ++ n.u. n.u

Niere, + + [+]° +
Tubulusepithel

Haut, Epidermis neg? ++ + ++

und Talgdrisen

Braunes n.u. +++ +++ +++
Fettgewebe

a) Antigen in Nerven im Gewebe vorhanden
b) Antigen in glatter Muskulatur der Harnréhre
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6 Diskussion

Plotzlich auftretende Infektionskrankheiten, im Englischen als ,,emerging infectious diseases” bekannt,
sind in der heutigen Zeit eine groRe Bedrohung fiir die Gesundheit von Tieren und Menschen. Wie man
an der aktuell herrschenden Covid-19-Pandemie sehen kann, kann ein Ausbruch zu Auswirkungen auf
alle Aspekte der Gesellschaft fiihren. Auch Infektionserreger wie BoDV-1, die nicht von Mensch zu
Mensch Ubertragbar sind, kdnnen schwerwiegende Krankheitsverldufe in Mensch und Tier zur Folge
haben und zur einer Bedrohung der 6ffentlichen Gesundheit werden. Ein GroRteil der auftretenden
Infektionskrankheiten besitzt Reservoire in Wildtierpopulationen [Bedford et al. 2019, Jones et al.
2008], daher kénnen grundlegende Untersuchungen zur Uberschreitung der Speziesgrenze im Sinne
des ,One-Health“-Gedankens hilfreiche Erkenntnisse zur Verhinderung zukinftiger Ausbriiche

bringen.

Viele Reservoire liegen in verschiedenen wildlebenden Nagern oder Fledermausen [Luis et al. 2013],
aber immer 6fter werden auch seltenere Tierarten wie Spitzmause oder Hornchen als Reservoir
identifiziert. Gleichzeitig wird in der Forschung deutlich, dass die Ubertragung von Erkenntnissen von
einem Tiermodell auf den Menschen oder andere Tiere problematisch sein kann [Davis 2008, t Hart et
al. 2015]. Dies kann bei der Ubertragung von Erkenntnissen aus Mausmodellen auf den Menschen
beobachtet werden [Masopust et al. 2017], aber ebenso bei der Ubertragung von Erkenntnissen aus
Tierversuchen mit Labormauslinien auf Wildtierpopulationen [Pedersen und Babayan 2011]. Im Sinne
des ,Refinements”, einer der drei Sdulen des 3-R-Prinzips im Tierschutz, sollten Tierversuche daher an
der jeweils am besten geeigneten Tierart durchgefiihrt werden [Choate et al. 1998, Tannenbaum und
Bennett 2015]. Deswegen war Ziel dieser Arbeit, Feldspitzmause als Reservoirspezies von BoDV-1 in
die Labortierhaltung zu integrieren, um die Pathogenese der BoDV-1-Infektion am lebenden
Reservoirtier zu charakterisieren. Durch die Untersuchung von natirlich BoDV-1-infizierten
Feldspitzmausen konnten neue Erkenntnisse zur Ausscheidung und Ubertragung von BoDV-1
gewonnen werden. Die parallele Untersuchung von Fledermdusen aus Deutschland auf BoDV-1-
Infektionen sollte klaren, ob diese Tierspezies auch Reservoire fiir BoDV-1 darstellen kdnnen.
Zusammengenommen lieferte diese Arbeit grundlegende Kenntnisse zur Reservoirsituation von

BoDV-1.
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6.1. Etablierung einer Haltung von Feldspitzmausen

Fang von Feldspitzmausen

Allgemeine Daten zum Vorkommen von Feldspitzmdusen in Deutschland sowie in bestimmten
Bundeslandern sind vorhanden [Kraft 2008, Nagel und Nagel 2005], diese Daten sind aber haufig
veraltet (von 1980-1990). Zusatzlich beruhen sie teilweise auf Untersuchungen von Gewdlle, die eine
Spezieszuordnung liefern, aber durch die groReren Fluggebiete der entsprechenden Raubvogel die
Standorte nur sehr grob zuordnen kénnen. Da laut Encarnacao et al. [2013] das Vorkommen von
Feldspitzmausen und das Auftreten von BoDV-1-Infektionen mit den gleichen Standortfaktoren wie
hoher mittlerer Jahrestemperatur und geringem Niederschlag korreliert sind, wurden die
Fangstandorte wenn moglich danach ausgewahlt, dass equine BoDV-1-Infektionen in den letzten
Jahren oder Monaten auftraten. Dies erklart teilweise den hohen Anteil von gefangenen
Feldspitzmdusen an den beiden Standorten dieser Arbeit, da beide Standorte in direkter Umgebung

eines Stalles lagen, in dem im Jahr zuvor ein Pferd an einer BoDV-1-Infektion verstarb.

Innerhalb von zwei Jahren wurden 16 Feldspitzmause an zwei Standorten aus der Natur entnommen
und 13 Feldspitzmause lebend in die Haltung genommen. Fir den Beginn einer Feldspitzmauszucht ist
dies eine sehr geringe Anzahl an Tieren, laut Richtlinien benétigt man fiir die erfolgreiche Etablierung
eines rotierenden Zuchtsystems mehrere unabhangige Gruppen von Zuchtpaaren [Choate et al. 1998,
Nomura 1996]. An den beiden Standorten, an denen die Feldspitzmause gefangen wurden, war sowohl
der Anteil an Spitzmdusen (38/52) als auch an Feldspitzmausen (16/52) an den insgesamt gefangenen
Tieren sehr hoch. Dieser liegt gemal anderen wissenschaftlichen Studien tGiber dem erwarteten Wert
von 1/10 Spitzmause [Little und Gurnell 1989] und deutet auf sehr spitzmausreiche Standorte sowie
einen funktionierenden Koder (Mehlwiirmer) hin, der bevorzugt Spitzmause anlockt. An anderen
Standorten war sowohl die insgesamte Zahl an Tieren als auch an Spitzm&usen deutlich geringer und

Feldspitzmduse wurden an keinem anderen Standort gefangen.

Laut Roter Liste Deutschlands [International Union for Conservation of Nature and Nature Resources
(IUCN) 2013] ist die Feldspitzmaus auf der Vorwarnliste, in einigen Gebieten wie beispielsweise Hessen
gehort sie zu den stark gefahrdeten Arten [Haupt et al. 2009]. Zusatzlich ist in einigen Gebieten zu
beobachten, dass die Feldspitzmaus durch die nah verwandte Hausspitzmaus ersetzt wird [Frank 1984,
Vogel et al. 2002]. Da die Fange im Sommer bis Herbst durchgefiihrt wurden, in der die héchsten
Populationsdichten zu erwarten sind [Little und Gurnell 1989, Nagel und Nagel 2005] und aufgrund der
geringen Anzahl an Tieren, die pro Zeitpunkt aus der Natur entnommen wurden, war nicht mit einer

negativen Beeinflussung der natirlichen Population zu rechnen.

Von 16 lebend gefangenen Feldspitzmausen konnten 13 erfolgreich in die Haltung genommen werden.

2 Tiere starben innerhalb von 6h nach dem Fang, beide in einer Fangnacht, in der eine groRe Anzahl
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von gefangenen Tieren eine sehr hohe Populationsdichte zeigte, aber aufgrund der Jahreszeit
(Oktober/Herbst) schon eine Reduktion des Nahrungsangebots zu erwarten war. Es ist daher
wahrscheinlich, dass diese Tiere schon geschwacht zum Fangzeitpunkt waren. Das Nahrungs- und
Wasserangebot in den Fallen und eine Uberpriifung der Fallen spitestens alle 6 Stunden sollen
Todesfalle durch Energiemangel und Hypothermie verhindern, dennoch bedeutet der Fang Stress fur
die Tiere, so dass es bei geschwéchten Tieren zu Todesfillen kommen kann [Do et al. 2013]. Ein Tier
(#11) starb innerhalb der ersten 24h in der Haltung. Es zeigte in dieser Zeit keine Futteraufnahme, da
es anscheinend das angebotene Futter nicht als Nahrungsquelle akzeptierte, und in der
makroskopischen und histologischen Untersuchung fanden sich keine Anzeichen fiir eine infektiose

Ursache oder ein Trauma als alternative Todesursachen.

Da die Fangstandorte im endemischen Gebiet von BoDV-1 lagen, stellten sich 8/13 Feldspitzm&use als
natirlich mit BoDV-1-infiziert heraus. Sowohl der Transport in einzelnen Transportkafigen aus Plastik
als auch die Einzelkafige in der Haltung tragen damit sowohl dem Einzelgdnger-Charakter der
Feldspitzmause [Nagel und Nagel 2005] als auch der Verhinderung von Ubertragungen durch Kontakt
Rechnung. Infizierte Wildfange stellen zwar zum einen im gewissen MaRe eine ,Blackbox” da, da der
Zeitpunkt und die Route der Infektion sowie weitere Co-Faktoren wie beispielsweise Alter und
Immunstatus der Tiere sowie Co-Infektionen nicht bekannt sind, die die Infektion beeinflussen kénnen
[Herden et al. 2013]. Zum anderen stellen sie aber auch ein Modell da, das bis zur Entnahme aus der
Natur dem natirlichen System entspricht. Dies ermdglichte die Untersuchung von chronischen

BoDV-1-Infektionen bei lebenden Feldspitzmausen.

Charakteristika der Haltung

Bei der Etablierung der Haltung wurde, wenn moglich, mit Materialien gearbeitet, die fur
Labortierhaltungen hergestellt wurden, damit die hygienischen und tierschutzrechtlichen
Anforderungen an eine zeitgemaRe Labortierhaltung eingehalten werden [Choate et al. 1998] und die

Zucht mit vertretbarem Aufwand dauerhaft betrieben werden kann.

Die Spitzmduse wurden im Inneren eines Gebdudes mit definierten Bedingungen bei Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und Lichtregime gehalten. Dies widerspricht dem Ansatz der Tierhaltungen von
Hellwing, Searle und Ohno, die ihre wildgefangenen Spitzmduse dauerhaft auBerhalb von Gebduden
unter natiirlichen Witterungen gehalten haben [Hellwing 1973, Ohno et al. 1992, Searle 1984]. Kafige
auBerhalb von Gebduden kénnen Kontakt mit wildlebenden Nagern, Insektenfressern oder Végeln
beziehungsweise deren Ausscheidungen erméglichen, im Hinblick auf Hygiene und Biosicherheit
empfehlen daher heutige Richtlinien [Choate et al. 1998] die Haltung im Inneren, um die Ubertragung

von Krankheitserregern sowohl in die Haltung als auch in freilebende Tierpopulationen zu verhindern.
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Die beobachteten Alopezien bei den Feldspitzmausen kénnen ebenso wie die geringe Zuchtleistung

einiger Tiere mit mangelndem Sonnenlicht zusammenhédngen [Choate et al. 1998].

Ebenso aus Hygienegriinden wurde auf die bei Searle und Hellwing verwendeten Holzboxen [Hellwing
1973, Searle 1984] verzichtet und es wurden stattdessen Plastikkafige verwendet, die aufgrund der
standardisierten MaRe auch in Racks verwendet werden konnten. Die Deckel der Kafige mussten
gesondert hergestellt werden, um der geringen KérpergroéRRe der Feldspitzmduse Rechnung zu tragen.

Da diese Deckel aus Stahl sind, kdnnen sie einfach gereinigt und autoklaviert oder sterilisiert werden.

Wie in den fritheren Haltungen [Hellwing 1973, Ohno et al. 1992, Searle 1984] wurde als Bodensubstrat
eine Mischung von Erde und Sagespdnen verwendet, die im Voraus autoklaviert werden kann. Dies
verbindet die nétigen Hygienebedingungen mit dem aus Tierschutz nétigen ,,Enrichment”. Das weiter
angebotene ,Enrichment“-Material (Stroh, Holzbrett, Haus) wurde in unterschiedlichen
Kombinationen auch bei den frilheren Haltungen angewandt. Stroh wurde auch bei Hellwing
verwendet, wohingegen bei Searle Heu und Zellstoff oder Baumwolle und bei Ohno Papierschnitzel als
Nistmaterial verwendet wurden [Hellwing 1973, Ohno et al. 1992, Searle 1984]. Das ,,Enrichment”
wurde von den Feldspitzmdusen verwendet. Einzelheiten zu favorisiertem ,,Enrichment“-Material sind
noch nicht bekannt und benétigen weitere detaillierte Auswahlstudien, um es gegebenenfalls zu

optimieren.

Wasser in Wasserschalen war die Standarddarreichung bei friitheren Haltungen [Hellwing 1973, Ohno
et al. 1992, Searle 1984] und wurde auch bei der Feldspitzmaushaltung verwendet. Durch die tagliche
Erneuerung des Wassers und der Gefahr des Verschiittens durch die Tiere und damit einhergehender
Durchndssung der Einstreu fiihrt es zu einem erhohten Arbeitsaufwand [Choate et al. 1998], benétigt
aber keine Gewdhnung der Tiere an alternative Tranksysteme und konnte daher auch von den

Wildfangen verwendet werden.

Das angebotene Futter orientierte sich an den Rezepten von Hellwing [1973] und Searle [1984] und
verwendete Fleisch als Basis. Die berechnete metabolische Energie des Futters von 7,98kJ/g fuhrt zu
einer hohen Energieaufnahme im Vergleich zu einem vermuteten Energiebedarf im Bereich von
3,4 kl/g/Tag (Hausspitzmaus) bis 6,7-9,7 kJ/g/Tag (Waldspitzmaus). Die Kontrolle des Kérpergewichts
zeigte eine initiale Gewichtszunahme bei Wildfangen und Nachzucht, die nach einigen Wochen um
einen individuellen Wert schwankte. Bei der Sektion von gestorbenen Tieren wurden keine groRBen
Fetteinlagerungen gefunden, allerdings wurden nur Tiere seziert, die gestorben oder aufgrund von
Krankheitssymptomen euthanasiert wurden, so dass zu diesem Zeitpunkt Fetteinlagerungen wahrend
des Krankheitsgeschehens moglicherweise wieder abgebaut worden waren. Der Vergleich der Werte
aus der Futteranalyse mit Werten von Regenwirmern oder Mehlwirmern zeigte den hohen

Rohproteingehalt von 60 % Trockenmasse und den niedrigen Trockenmasseanteil von 26,8 %. Durch
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den Anteil an Leber mit im Vergleich zu Muskelfleisch héherem Gehalt an Eisen, Zink sowie Vitamin A
und B [Rimbach et al. 2010] sowie der Verwendung von Pellets mit Insektenanteil sollen spezielle
Bedirfnisse der ,Insektenfresser” ausgeglichen werden, insbesondere der bekannte Mangel von
insektenhaltiger Nahrung an Vitamin A und Thiamin und Niacin (B-Vitamine) [Finke 2002]. Friihere
Haltungen verwendeten im Handel erhaltliche Mineral- und Vitaminfutter als Zusatz, die aber auf die
Bedirfnisse von Fleischfressern angepasst waren [Hellwing 1973, Searle 1984]. Da es keine
Referenzdaten zu dem Bedarf an Mineralstoffen, Spurenelementen und Vitaminen von
Feldspitzmausen gibt, kann eine Uberdosierung oder ein Mangel nicht ausgeschlossen werden. Die
beobachtete Alopezie kann in diesem Zusammenhang stehen, da beispielsweise ein Uberangebot an
Vitamin A oder ein Mangel an Riboflavin zu Haarverlust fihren kann [AImohanna et al. 2019]. Frank
[1953] beobachtete nicht naher beschriebene Haarwechselstorungen bei Feldspitzmdusen bei
ausschlieBlicher Futterung mit Feldmausfleisch, die durch Zugabe von Insektennahrung behoben

wurden.

Zucht von Feldspitzmausen

Aus den 13 lebenden Feldspitzmausen, die in die Haltung genommen wurden, wurden innerhalb von
6 Jahren 19 Nachkommen in 3 Generationen geziichtet. Dies ist auf der einen Seite ein Zeichen, dass
die Spitzmduse die Haltungsbedingungen prinzipiell angenommen haben, ist aber auf der anderen
Seite auch deutlich weniger erfolgreich als frithere Zuchten wie Hellwing mit 19 Geburten innerhalb
eines Jahres [Hellwing 1973]. Der Hauptunterschied zu Hellwing ist die geringere Anzahl an
erfolgreichen Zuchtpaaren, da alle Nachkommen aus 3 Zuchtpaaren kommen. 11 andere
Zuchtpaarkombinationen fiihrten nicht zu einer erfolgreichen Paarung. Dies kann zur einer
Inzuchtdepression fiihren, da die Verpaarung von nah verwandten Tieren bei der geringen Anzahl nicht
zu vermeiden ist. In der Natur kommt es bei Hausspitzmausen, einer nah verwandten Art, regelmaRig
zu Paarungen von Tieren einer Familie, die nicht zu einer reduzierten Fitness fiihren [Duarte et al.
2003]. In der Haltung konnte allerdings beobachtet werden, dass die Tiere der ersten, zweiten und
dritten Generation geringere Kérpergewichte zeigten als die Wildfange, was moglicherweise schon ein

Zeichen fur eine Inzuchtdepression darstellen kann.

Durch den Einsatz von zuerst nur einer, spater zweier Zuchtboxen war das parallele Zusammensetzen
von Zuchtpaaren sehr eingeschrankt. Die groRe Box ermoglichte Ausweichverhalten, so dass es keine
Ausfalle von Tieren durch Bisswunden oder andere Folgen von aggressiven Verhalten gab. Im Gegenteil
konnte beobachtet werden, dass das aggressive Verhalten eingestellt wurde, wie es in der Natur aus
ressourcenreichen Gebieten bekannt ist [Churchfield 1990]. Gleichzeitig erschwerte die GroRe der Box

aber auch das Fittern und die Handhabung der Tiere. Da die Box zusatzlich aus Holz und damit schwer
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zu reinigen war und sich im Nachhinein ergab, dass ein Kontakt von Tieren zwischen den beiden

Zuchtboxen moglich war, sollten in Zukunft andere Systeme verwendet werden.

Beobachtete Krankheiten in der Haltung

Die Beobachtung der Feldspitzmause in der Haltung ermoglichte prinzipiell das Erkennen von
Krankheitsanzeichen und Verhaltensanderungen. Wildtiere haben allerdings die Tendenz,
Krankheitsanzeichen so lange wie moglich zu verbergen, um nicht leichtes Opfer von Jagern zu werden
[Sikes 2016]. Daher waren die deutlichsten Hinweise auf Belastungen bei den Feldspitzmausen eine
verringerte Futteraufnahme sowie eine plotzliche Gewichtsabnahme. Da das Korpergewicht alle 2
Wochen gemessen wurde, wurden langerfristige Belastungen bemerkt, kurzfristige Belastungen
konnten nur durch Verhaltensanderungen bemerkt werden. Durch den Mangel an Berichten in der
wissenschaftlichen Literatur zu sowohl normalem Verhalten als auch zu Krankheitsanzeichen wurden
Referenzwerte durch Beobachtung der Feldspitzmause in der Haltung gewonnen und nur deutliche
Abweichungen davon als krankhaft angesehen. Bei der Beurteilung, ob die BoDV-1-Infektion der
Spitzmduse zu klinischen Anzeichen fiihrt, wurde daher der Vergleich von infizierten und nicht-

infizierten Spitzmause zur Hilfe herangezogen.

Durch die postmortale Untersuchung konnte ein hoher Anteil an Neoplasien in der Haltung festgestellt
werden. Teilweise kann dies auf das hohe Lebensalter der Tiere zurtickgehen, insbesondere bei der
Haufung von neoplastischen Rundzellen kann eine familidre Disposition nicht ausgeschlossen werden,
da die betroffenen Tiere sehr wahrscheinlich nah verwandt waren. Daneben fanden sich auch mehrere
gestorbene Tiere, bei denen keine Ursache fiir das plétzliche Herzkreislaufversagen gefunden wurde.
Diese Tiere mit ,Altersschwache” zeigten haufig auch einen schlechteren Erndhrungszustand, so dass

ein finaler Energiemangel auch moglich ist.
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6.2. Naturliche BoDV-1-Infektion bei Feldspitzmausen

Verlauf der BoDV-1-Infektion in lebenden Feldspitzmausen

Von den ersten 11 lebend gefangenen Feldspitzmausen stellten sich 6 als natirlich BoDV-1-infiziert
heraus [Nobach et al. 2015]. Durch die spater gefangenen Feldspitzmause erhdhte sich die insgesamte
Zahl von BoDV-1-infizierten Feldspitzmausen auf 8 von 16 Tieren, bei denen gleiche Beobachtungen
wie bei den publizierten Ergebnissen gemacht wurden. Alle diese Tiere waren zum Zeitpunkt der
Untersuchung mindestens 4 Wochen in der Haltung und damit in der chronischen, persistenten Phase

der Infektion.

BoDV-1-infizierte und nicht-infizierte Tiere unterschieden sich weder im Verhalten noch in der Aktivitat
oder in der Futteraufnahme. Der statistische Vergleich der Kérpermasseentwicklung zwischen
infizierten und nicht-infizierten Tieren fiihrte zu keinen signifikanten Unterschieden. Weiterhin
konnten bei infizierten Tieren keine Krankheitsanzeichen wie gestraubtes Fell oder neurologische
Symptome beobachten werden. Dies deutet darauf hin, dass trotz der Virusreplikation in einer Vielzahl
von Organen [Bourg et al. 2013, Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010] und hoher Viruslast im
Gehirn [Bourg et al. 2013, Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010] keine Beeintrachtigung der
physiologischen Vorgange stattfindet. Histologische Untersuchungen zeigten, dass die BoDV-1-
Infektion auch zu keinen entziindlichen oder degenerativen Verdnderungen bei der Feldspitzmaus
fihrte [Bourg et al. 2013, Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010]. BoDV-1 fiihrt zu einer persistenten,
nicht-zytolytischen Infektion von empfanglichen Zellen [Carbone et al. 1991, Morales et al. 1988]. Die
dafir notwendigen einzigartigen Replikationsstrategien von BoDV-1, die insbesondere die
Transkription und Replikation auf einem niedrigen Niveau halten und den Zelltod durch Apoptose oder
Lyse verhindern, sind durch zahlreiche Studien, sowohl in vitro als auch in verschiedenen Tiermodellen,
schon untersucht worden [zusammengefasst in Planz et al. 2009, Tizard et al. 2016, Tomonaga et al.
2002]. Ob in der Feldspitzmaus Unterschiede zu diesen bekannten Mechanismen bestehen, wurde
noch nicht untersucht. Fir die Persistenz im Wirtsorganismus ist zusatzlich notwendig, die
Immunabwehr des Wirtes zu umgehen, damit diese den Erreger nicht eliminiert [Oldstone 2006,
Randall und Griffin 2017]. Bei Fehlwirten, die an der Bornaschen Krankheit erkranken, fihrt die
Infektion zu einer T-Zell mediierten Enzephalitis [Herden et al. 2013], die beim Fehlwirt je nach
Lokalisation im Gehirn zu unterschiedlichen neurologischen Symptomen flhrt [Grabner et al. 2002].
Die Grinde, warum die Infektion des Reservoirwirts Feldspitzmaus nicht zu einer Aktivierung des
Immunsystems fuhrt, sind noch nicht bekannt. Allerdings ist auch von anderen Virus-
Reservoirbeziehungen bekannt, dass die Toleranz des Wirtes gegentiiber der Infektion hoch sein kann
[Carval und Ferriere 2010, Schneider und Ayres 2008]. So ist beispielsweise auch bei verschiedenen

Fledermausarten bekannt, dass das Immunsystem stark auf der unspezifischen Immunantwort beruht
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[Schountz 2014] und Unterschiede in den Interferon-induzierten Mechanismen im Vergleich zu
anderen Saugetieren bestehen [Brook et al. 2020, Irving et al. 2021]. Besonderheiten zum
Immunsystem von Feldspitzm&usen oder von Spitzmausen allgemein sind bisher noch kaum erforscht

und kénnten moglicherweise die hohe Toleranz der BoDV-1-Infektion erklaren.

Bei bestimmten Rattenstammen wie beispielsweise ,black-hooded” Farbratten ist bekannt, dass die
Infektion zur Replikation von BoDV-1 im Gehirn, aber nicht zur Enzephalitis fiihrt [Herzog et al. 1991].
Die dabei beobachtete Resistenz ist vererbbar, der Mechanismus konnte leider nicht vollstandig
geklart werden, ist aber unabhadngig von Haupthistokombatibilitditskomplex-Molekiilen (MHC-
Molekiilen) [Herzog et al. 1991]. Bei einem anderen Rattenstamm, den Sprague-Dawley Ratten, konnte

der Lokus eines Resistenzgens auf einem Chromosom identifiziert werden [Wu et al. 2013].

Die bornaviralen endogenen Elementen, die im Genom von verschiedenen Tierarten entdeckt wurden,
konnten Uber verschiedene Mechanismen mit exogenen Bornaviren interagieren [Horie 2017]. So
wurde bei einem EBL von Baumstreifenhdrnchen gezeigt, das das kodierte Protein die Infektion mit
exogenen Bornaviren beeinflusst und hemmt [Fujino et al. 2014]. EBL wurden im Genom einer
Spitzmausart (Sorex araneus) entdeckt [Belyi et al. 2010], das Genom von Feldspitzm&usen oder
anderen Spitzm&usen der Gattung Crocidura wurde bisher nicht untersucht. Durrwald et al. fanden
DNA-Kopien in 3/14 BoDV-1-infizierten Feldspitzmausen, deren Sequenz mit der RNA der Viren
ibereinstimmte [Dirrwald et al. 2014]. Die Integration dieser Sequenzen ins Genom wurde in der
Studie nicht weiter untersucht und die Bedeutung bleibt unklar. Die Entdeckung endogener
bornaviraler Elemente, die wahrend der phylogenetischen Entwicklung der Feldspitzmause ins Genom
integriert wurden, wurde daher noch nicht verdffentlicht und tGber eine mogliche Bedeutung in der
Pathogenese der BoDV-1-Infektion oder den Toleranzmechanismen in der Feldspitzmaus kann daher

nur spekuliert werden.

Ein dhnlicher Verlauf wie bei der Feldspitzmaus wird bei der BoDV-1-Infektion von neonatalen
immuninkompetenten Lewisratten beobachtet. Hier fihrt die Infektion zu einer Immuntoleranz mit
Ausbreitung tiber das Nervensystem bis in periphere Organe [Herzog et al. 1984, Morales 1988]. In
diesen Ratten kénnen im weiteren Verlauf der Infektion erh6hte Bewegung, Defizite im Lernverhalten
und Veranderung im Sozialverhalten beobachtet werden [Bautista et al. 1995, Carbone et al. 1991].
Hinweise darauf fanden sich bei den Feldspitzmdusen nicht, sollten aber in zukinftigen
Verhaltensstudien Gberprift werden. Von anderen Infektionen wie dem Einzeller Toxoplasma gondii
ist bekannt, dass die Verinderung des Wirtsverhalten zu einer erhdhten Ubertragungs-
wahrscheinlichkeit fiihrt [da Silva und Langoni 2009]. Eine solche Ubertragungsstrategie ist auch bei

BoDV-1 vorstellbar.
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Ausscheidung von BoDV-1 durch infizierte Feldspitzmause

Diese Arbeit zeigt, dass BoDV-1-infizierte Feldspitzmause infektidse Viren tiber Speichel, Haut und Urin
ausscheiden. BoDV-1-RNA wurde auRerdem in Speichel, Tranenflissigkeit, Hauttupfer mit
Hautsekreten und Hautschuppen, Urin und Kot festgestellt. Dies ist der erste Beweis, dass
Feldspitzmduse bei einer BoDV-1-Infektion nicht nur einen Virustropismus in Ausscheidungsorgane
aufweisen, sondern auch wie vermutet infektiéses Virus ausscheiden und damit als Ubertriger
fungieren kdnnen. Bei Puorger et al. wurde ebenfalls Urin mittels RT-PCR untersucht, allerdings keine
BoDV-1-RNA nachgewiesen [Puorger et al. 2010]. In der damaligen Studie wurde der Urin direkt in der
Falle mittels Papier aufgenommen, wohingegen in unserer Studie der Urintropfen mit einem Tupfer
aufgenommen wurde, moglicherweise ermoglichte das eine schnellere Bearbeitung und damit einen
geringeren Abbau der RNA. Auch ist eine intermittierende Ausscheidung bei infizierten
Feldspitzmdusen moglich. Bei der Untersuchung Uber vier aufeinanderfolgende Wochen war bei zwei
Tieren in jeweils einer Woche keine BoDV-1-RNA im Urin nachzuweisen. Ebenso war im Kot nur
vereinzelt BoDV-1-RNA nachzuweisen, dies konnte allerdings auch durch inhibitorische Substanzen im

Kot verursacht sein, die die PCR beeintrachtigen konnen [Hoffmann et al. 2005].

Die Untersuchung nach 250 Tagen in der Haltung zeigte, dass auch zu diesem spaten Zeitpunkt der
Infektion (da die Infektion vor dem Fang stattgefunden hat) die Ausscheidung lber Speichel,
Tranenflissigkeit, Hautsekreten oder Hautschuppen und Urin stattfand. Im Kot war zu diesem
Zeitpunkt bei keinem Tier virale RNA nachzuweisen. Dies kann aber auch ein falsch negativer Befund
durch inhibitorische Substanzen im Kot sein [Hoffmann et al. 2005] oder darauf hindeuten, dass die

Ausscheidung tber den Kot im Verlauf der Infektion eingestellt wird.

Die Kombination von Immunhistochemie und in-situ Hybridisierung kann durch den gleichzeitigen
Nachweis von viralem Antigen, viraler genomischer RNA und viraler mRNA demonstrieren, in welchen
Organen der Feldspitzmaus die Replikation und Transkription des Virus stattfindet [Bourg 2018,
Diurrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010]. Zusammen mit dem Nachweis von viraler RNA und
infektiosem Virus in Exkreten und Sekreten dieser Organe konnten so Ausscheidungsorgane fiir das

Virus identifiziert werden.

In der Speicheldriise wurde in verschiedenen Untersuchungen [Bourg 2018, Diirrwald et al. 2014,
Nobach et al. 2015, Puorger et al. 2010] Virusantigen und genomische RNA und mRNA in Driisenzellen
nachgewiesen. In keiner der Untersuchungen wurde angegeben, welche Speicheldriisen untersucht
wurden, so dass keine Aussage darlber getroffen werden kann, ob es Unterschiede in der Infektion
zwischen den Speicheldriisen gibt. Bei den Arbeiten unserer Arbeitsgruppe [Bourg 2018, Nobach et al.
2015] wurde die Glandula parotidea untersucht. Puorger et al. [2010] wiesen Virusantigen in

Nervenfasern der Speicheldriise sowie in vereinzelt liegenden Drisenzellen nach, wahrend die
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Verteilung bei Dirrwald et al. [2014] und Bourg [2018] sowie in eigenen Untersuchungen in einzelnen
Foki von benachbarten Driisenzellen lag. Da von BoDV-1 bekannt ist, dass es sich zentripetal Uber
Axone ausbreiten kann [Carbone et al. 1987, Morales et al. 1988], sind die Nervenfasern die
wahrscheinlichste Eintrittspforte in die Speicheldriise. Zu Ubertragungswegen des Virus von
Nervenfasern in Drisenzellen ist noch nichts bekannt. Beim verwandten Tollwutvirus, erfolgt die
Replikation und Ausscheidung ebenfalls in den Speicheldriisen. Der Eintritt in die Speicheldrisen
passiert dabei Uber nikotinerge Rezeptoren [Finke und Conzelmann 2005]. Die zellularen Rezeptoren
von BoDV-1 sowie die Mechanismen der Ubertragung von Nervenfasern in epitheliale oder
mesenchymale Zellen in peripheren Organen sind noch nicht bekannt und sollten in weiteren Studien

geklart werden.

In der Tranendrise war Virusantigen, genomische RNA und mRNA ebenfalls in Drisenzellen
nachzuweisen [Bourg 2018, Nobach et al. 2015]. In anderen Untersuchungen in Spitzmausen wurde
diese Druse nicht aufgefiihrt, allerdings wurde in neonatalen Lewisratten auch infektidses Virus im
Tranensekret nachgewiesen [Morales et al. 1988]. Ahnliche Ausbreitungsmechanismen wie bei der
Speicheldrise konnen daher vermutet werden. Da Tranensekret mittels Tupfer vom Auge
aufgenommen wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch Hautsekrete und Hautschuppen

der Haut am Lid sowie der periokularen Haut aufgenommen wurden.

In der Haut wurde Virusantigen sowie genomische RNA und mRNA in Talgdriisen sowie in Epithelzellen
der Epidermis nachgewiesen [Bourg 2018, Dirrwald et al. 2014, Nobach et al. 2015, Puorger et al.
2010]. Aufgrund der Menge an positiven Talgdriisen kann die Ausscheidung Uber Talgsekret deutlich
zur Virusausscheidung betragen. Daneben ist eine Ausscheidung tber abgeschilferte Epithelzellen
moglich. Beide Ausscheidungswege sind bei anderen neurotropen Viren [Calisher et al. 2006, Griffin

2010] bisher nicht beschrieben und damit einzigartig fiir BoDV-1.

Die Ausscheidung von infektiosem Virus lber den Urin kann durch Nierenzellen oder in den
harnableitenden Wegen erfolgen. Sowohl Nierentubuli und Nervenfasern in der Niere [Bourg 2018,
Diurrwald et al. 2014, Nobach et al. 2015, Puorger et al. 2010] als auch Epithelzellen in den
harnableitenden Wegen wie Harnblase [Bourg 2018, Puorger et al. 2010] und Urethra [Puorger et al.
2010] wiesen Antigen auf. In der Niere konnte ebenso genomische RNA und mRNA nachgewiesen
werden [Bourg 2018]. Die Virusverteilung zeigte hier ein Bild von einzelnen Herden mehrerer
benachbarter infizierter Zellen. Eine Ausbreitung von Nierenzelle zu Nierenzelle findet daher

moglicherweise nur im begrenzten Rahmen statt, die genauen Mechanismen sind noch nicht bekannt.

Die Ausscheidung Uber den Kot kann durch Virusreplikation in mehreren Organsystemen verursacht
werden, prinzipiell vorstellbar sind die Driisen und Epithelien in den verschiedenen Darmabschnitten

und im Magen, Leberzellen, die Uber die Galle Kontakt zum Darm aufweisen sowie Drisen und
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Epithelien im oberen Verdauungstrakt mit Speiseréhre und Mund- und Rachenraum. Daneben kann
auch abgeschlucktes Sekret aus der Luftrohre und der Lunge im Kot landen, dies ist aber vor allem
dann zu beobachten, wenn ein Exsudat in der Lunge entsteht und war bei BoDV-1-infizierten
Spitzmausen nicht zu beobachten. Obwohl Puorger et al. [2010] in der Leber Virusantigen in
Hepatozyten nachweisen konnte, war in den Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe [Bourg 2018,
Nobach et al. 2015] kein Virus in der Leber nachzuweisen. Ob der Unterschied im Infektionsverlauf
durch Wirtsfaktoren oder Virusfaktoren verursacht wird, muss in weiteren in vivo und in vitro Studien
getestet werden. Virusantigen war im Darm auf das enterale Nervensystem [Puorger et al. 2010] sowie
die Muskelschichten [Nobach et al. 2015] beschrankt, eine direkte Ausscheidung in den Darm war nicht
erklarbar. Im Magen war hingegen in einigen Hauptzellen Virusantigen zu finden [Puorger et al. 2010],
eine Ausscheidung Uber die Hauptzellen oder tber Abschilferung von Epithelzellen des oberen
Verdauungstraktes ist damit wahrscheinlicher. Ob das Virus nach der Darmpassage und der
Aussetzung von saurem Magensaft und alkalischen Darminhalt infektios bleibt, wurde nicht getestet,
ist aber unwahrscheinlich, da BoDV-1 im Labor nur pH-Werte von 5 bis 12 Gbersteht [Danner und Mayr

1979, Rott und Becht 1995].

Die Virusverteilung von BoDV-1 in der Feldspitzmaus unterscheidet sich vom Neurotropismus in
Fehlwirten. Eine dhnliche Virusverteilung findet man aber beim verwandten VSBV-1 im dortigen
Reservoirwirt, den Hornchen [Petzold et al. 2019]. Dies deutet darauf hin, dass die zugrundeliegenden

Ursachen und Mechanismen von mehreren Orthobornaviren geteilt werden [Petzold et al. 2019].

Ubertragungswege innerhalb der Feldspitzmauspopulation

Die Ausscheidung iber verschiedene Routen kann die Ubertragung von Feldspitzmaus zu
Feldspitzmaus erméglichen. Dies wurde auch erstmalig durch ungezielte Ubertragungen innerhalb der
Haltung demonstriert. Uber die Eintrittspforte in die Feldspitzmaus ist noch nichts bekannt, einzelne
Verlaufsformen mit Konzentration des Virus auf Nase, Gehirn und Kopfbereich lassen vermuten, dass
die intranasale Route, wie es bei Fehlwirten gezeigt wurde [Kupke et al. 2019], als Eintrittspforte
fungieren kann [Bourg 2018]. Durch das infektiose Virus auf der Hautoberflache ist weiterhin die
direkte Ubertragung durch Kontakt méglich. Ob bestimmte Verhaltensweisen, wie das Beschnuppern
zur olfaktorischen Erkennung von Urin-, Kot- oder Hautsekretmarkierungen, substanziell zur
Ubertragung beitragen, kann nur vermutet werden. Ebenso ist unklar, ob die Ausscheidung iiber den
Speichel im Zusammenhang mit aggressivem Territorialverhalten eine Ubertragung iiber Bisswunden
moglich macht. Bei Versuchen mit Ratten und Infektion von BoDV-1 in den FulR konnte gezeigt werden,
dass die Aufnahme Uber freie Nervenendigungen und intraaxonaler Transport zum Rickenmark zur

Verbreitung des Virus innerhalb des Wirtes beitragt [Carbone et al. 1987].
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Ob neben der horizontalen Ubertragung eine vertikale Ubertragung stattfinden kann, muss noch
geklart werden, Virusantigen im Uterus und Hoden [Bourg 2018, Puorger et al. 2010] deutet darauf
hin. Durch die kontinuierliche Ausscheidung durch eine infizierte Mutter kann aber auch

moglicherweise eine perinatale Infektion von Nachkommen stattfinden.

Komplizierte Infektionsketten mit Beteiligung von beispielsweise Insekten als Zwischenwirt oder
Vektor sind prinzipiell vorstellbar. So kdnnte die Replikation in Hautanhangsgebilden wie Talgdrisen
sowie dem Epithel die Ubertragung iiber Hautparasiten erméglichen. Ob solche Ubertragungswege
vorkommen und ob sie neben dem direkten Kontakt eine tragende Rolle beim Erhalt innerhalb der

Feldspitzmauspopulation spielen, kann in weiteren Studien geklart werden.

Bei anderen Viren wie den Spitzmaus-Hepatitis B-Viren wurde gezeigt, dass diese Viren trotz
weitflachiger Beprobung nur in sehr begrenzten Standorten vorkommen und daher wahrscheinlich nur
ein geringer Austausch von Infektionserregern zwischen raumlich getrennten Spitzmauspopulationen
stattfindet [Rasche et al. 2019]. Die Beobachtung hangt moglicherweise mit der geringen raumlichen
Ausbreitung von jungen Spitzmausen nach dem Entwohnen von der Mutter zusammen [Duarte et al.
2003, Dirrwald et al. 2014]. Dies kann erkldaren, warum trotz des Verbreitungsgebietes der
Feldspitzmaus im slidosteuropdischen Raum sowie in Asien die Falle von BD nur im Zentraleuropa
auftreten, wenn die Feldspitzmauspopulationen in diesen Gebieten keine BoDV-1-Infektionen

aufweisen.

Ubertragungswege zu Fehlwirten

Die phylogenetische Analyse in dieser Studie bestatigt die Ergebnisse von anderen Studien [Bourg et
al. 2013, Kolodziejek et al. 2005, Niller et al. 2020]. Bornavirusisolate zeigen deutliche Unterschiede
zwischen den endemischen Gebieten, aber nicht zwischen verschiedenen betroffenen Tierarten im
gleichen Gebiet. So zeigen auch die zwei sequenzierten Isolate aus Feldspitzmdusen die groBte
Ahnlichkeit mit Isolaten aus Pferden und Spitzmausen aus der gleichen Gegend (Regierungsbezirk

Schwaben). Dies belegt, dass eine gemeinsame Quelle fiir Neuinfektionen besteht.

Im Gegensatz zur Ubertragung innerhalb der Feldspitzmauspopulation ist der direkte Kontakt von
Feldspitzmaus zu Fehlwirten wie Pferd oder Mensch ein seltenes Ereignis. Der Nachweis von BoDV-1-
RNA in der Umgebung der Feldspitzmaus demonstriert aber, dass durch die Ausscheidung auch die
Umgebung kontaminiert werden kann. BoDV-1 kann bei einer Temperatur von 4°C (iber drei Monate
infektios bleiben. Allerdings sind sie als behillte Viren anfdllig gegentber den ublichen
Desinfektionsmitteln [Danner und Mayr 1979, Herden et al. 2013]. Durch Kontamination der Umwelt
kénnte es zu ,infektiosen Stduben” kommen, die zur intranasalen Infektion fiihren kdnnen. Diese

Infektionsquelle ist von Hantaviren und dem Reservoirwirt Rotelmaus bekannt [Schwarz et al. 2009].
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Im Zusammenhang mit humanen Infektionen wird Uber eine Vektorfunktion von Katzen spekuliert
[Niller et al. 2020], die durch den Transport von erbeuteten Feldspitzmdusen in die Nahe ihrer
menschlichen Katzenhalter auch BoDV-1 transportieren konnen. Die Untersuchungen von
Beutegreifern von Spitzmausen wie Katzen oder Fiichse in Endemiegebieten offenbarte allerdings

keine erhohte Pravalenz in diesen Tieren [Bourg et al. 2016, Kolodziejek et al. 2005, Lempp et al. 2017].
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6.3. Untersuchung auf BoDV-1-Infektionen in Fledermdusen

Vorkommen von Fledermausen in Stéllen mit vorherigen Fallen von equiner BD

Die eigene Untersuchung auf Fledermausvorkommen zeigte, dass in den untersuchten Stéllen
Quartiermoglichkeiten fur die Zwergfledermaus, Wasserfledermaus, GroRe Bartfledermaus sowie
nicht naher klassifizierbare Myotes spp. vorhanden sind. Daneben fanden sich haufig Jagdgebiete von
Zwergfledermausen sowie vereinzelt Jagdgebiete und Flugstrecken von verschiedenen anderen Arten.
Dies spiegelt das Spektrum von Fledermausarten wider, das in dieser Gegend vorkommt [Meschede
und Rudolph 2004]. Insbesondere die haufigen Arten wie die Zwergfledermaus findet man regelmaRig
in direkter Ndhe zu Menschen und landwirtschaftlichen Gehoften. Dies deutet darauf hin, dass eine
Ubertragung von Pathogenen aus der Fledermauspopulation auf landwirtschaftliche Tiere prinzipiell
moglich ist. Uber die Haufigkeit solcher Ereignisse kann keine Aussage getroffen werden. In Europa

geht man von sehr seltenen Ereignissen aus [Kohl und Kurth 2014].

Die Kombination aus Begehung sowie paralleler Aufzeichnung von akustischen Signalen im
Sonogramm ist eine libliche Technik zur Bewertung von Fledermausvorkommen. Die Stunden um den
Sonnenuntergang und Sonnenaufgang stellen auch die beste Zeit fiir diese Untersuchungen da, da hier
durch Aus- und Einflug aus Quartieren die hochste Aktivitdt der Fledermause stattfindet [Meschede
und Rudolph 2004]. Fir eine vollstindige Kartierung des Fledermausvorkommens vor Ort ist es
allerdings notig, Begehung und Aufzeichnung an mehreren Tagen zu wiederholen, um Einflisse des
Wetters und sonstiger Variablen auszuschlieBen. Da hier auf eine Wiederholung verzichtet wurde und
nur eine sehr geringe Anzahl an Betrieben untersucht wurde (n=5), kann die Untersuchung nur ein sehr
vorlaufiges Bild des Fledermausvorkommens geben. Fiir eine fundierte Bestatigung des Ergebnisses
sollte die Untersuchung an diesen und weiteren Gehoften an verschiedenen Zeiten des Jahres
wiederholt werden sowie mit anderen Untersuchungen wie Netzfang kombiniert werden, um ein

umfassendes Bild der Quartiere und Fledermausvorkommen zu bekommen.

Untersuchung auf BoDV-1-Infektionen in Fledermausen mittels RT-PCR und
immunhistologischer Untersuchung

Die Untersuchung von Gehirnen von Flederméausen verschiedener Arten aus ganz Deutschland zeigte
in 257 Tieren keinen Hinweis auf orthobornavirale RNA. Die Verwendung von Gehirn als Testmaterial
fUhrt bei den bekannten Infektionsverlaufen von BoDV-1 sowohl bei Endwirten [Grabner et al. 2002,
Niller et al. 2020] als auch bei dem Reservoirwirt Feldspitzmaus [Bourg 2018, Bourg et al. 2013,
Dirrwald et al. 2014, Hilbe et al. 2006, Nobach et al. 2015, Puorger et al. 2010, Weissenbdck et al.
2017] zum Nachweis des Virus mittels RT-PCR. Eine Infektion mit BoDV-1 nach den bekannten
Infektionsverldaufen ware damit durch die Untersuchung entdeckt worden. Aufgrund der Entdeckung

von anderen Saugetierbornaviren wie VSBV-1 [Hoffmann et al. 2015] wurde eine RT-PCR verwendet,
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die neben BoDV-1 auch andere zu dem Zeitpunkt bekannte Orthobornaviren nachweisen sollte.
Hinweise auf die detektierbaren 7 Spezies (Mammalian 1 orthobornavirus, Mammalian 2
orthobornavirus, Passeriform 1 orthobornavirus, Passeriform 2 orthobornavirus, Psittaciform 1
orthobornavirus, Psittaciform 2 orthobornavirus, Waterbird 1 orthobornavirus) fanden sich mittels der
angewendeten RT-PCR nicht. In der immunhistologischen Untersuchung zum Nachweis von BoDV-1-
Phosphoprotein gab es bei 3 von 140 Tieren eine Reaktion in der glatten Muskulatur des Darmes.
Aufgrund &dhnlicher Immunreaktionen in 17 anderen Fledermausen, die auch mit unspezifischen
polyklonalen Antikérpern ausgel6st werden konnten, muss man bei der Interpretation dieser
Reaktionen vorsichtig sein. Da die Reaktion mit polyklonalen Antikdrpern ausgelst wurde, bei denen
eine Reaktion mit bornaviralem Phosphoprotein von verschiedenen Orthobornaviren (BoDV-1, VSBV-
1, PaBV-2, PaBV-4) bekannt ist [Hoffmann et al. 2015, Piepenbring et al. 2012], ist eine Infektion mit
bisher unbekannten Bornaviren dennoch maglich. Das RT-PCR Screening ergab keine Hinweise auf
andere Orthobornavirusinfektionen, diese offenkundige Diskrepanz kdnnte aber durch einen primaren
Tropismus auf den Darm (und nicht das Nervensystem) dieser Bornaviren oder durch andere
Sequenzen im Bereich der Primeransatzstellen zu erkldren sein, durch die sie nicht mit der RT-PCR zu
detektieren waren. Die zuletzt entdeckten Carboviren weisen eine im Vergleich zu anderen Bornaviren
verdnderte Genomorganisation auf, da sich bei ihnen eine andere Reihenfolge der 5 offenen
Leserahmen zeigen [Hyndman et al. 2018]. Ahnliche grundlegende Unterschiede sind auch bei anderen
noch unentdeckten Bornaviren mdoglich. Um solche Bornaviren zu entdecken, sollten neben der
klassischen RT-PCR breitere und ungezieltere Screening-Methoden wie eine Metagenomanalyse
verwendet werden. Die Metagenomanalyse hat bei der Entdeckung von VSBV-1 [Hoffmann et al. 2015]
sowie dem sharpbelly-Bornavirus [Shi et al. 2018] ihre Nitzlichkeit bei der Entdeckung von Bornaviren
bewiesen. Bei den bisher veréffentlichten Metagenomanalysen von Fledermdusen wurden erst in
einem Fall bornavirusdhnliche Sequenzen entdeckt [Dacheux et al. 2014]. Bei dieser Studie wurden bei
einer Fransenfledermaus (Myotis natteri), finf Zwergfledermausen (Pipistrellus pipistrellus) und einer
Alpenfledermaus (Hypsugo savii) Sequenzen entdeckt, die durch eukaryotische Sequenzen im Umfeld

als endogene Sequenzen deklariert wurden.

Da neben dieser Studie auch in weiteren Studien Bornavirus-dhnliche endogene Sequenzen entdeckt
wurden [Dacheux et al. 2014, Horie et al. 2016, Mukai et al. 2018], besteht auch die Méglichkeit, dass
die beobachteten immunhistologischen Reaktionen eine Reaktion mit translatierten endogenen
Sequenzen darstellen. Die nachgewiesenen endogenen Sequenzen bei Fledermdusen haben jedoch
Ahnlichkeiten mit der viralen Polymerase, ein endogenes Element mit Ahnlichkeiten mit einer
Sequenz, die fir das Phosphoprotein codiert, wurde bisher noch nicht entdeckt. Einige Autoren
vermuten einen schadlichen Effekt eines endogenisierten Phosphoproteins [Horie und Tomonaga

2019], da das Phosphoprotein durch die Interaktion mit Phosphatasen des Wirtes unter anderem die
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Neurogenese beeinflusst [Scordel und Coulpier 2015]. Gleichzeitig ist auch ein Schutz vor einer
Bornavirusinfektion durch ein endogenes Phosphoprotein denkbar, wie es schon bei einem endogenen
Nukleoprotein gezeigt wurde [Fujino et al. 2014], da das Phosphoprotein bei einem gestorten

Nukleoprotein-Phosphoprotein zu einer Hemmung der Virus-Polymerase fiihrt [Schneider et al. 2003].
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6.4. Aktuelle Reservoirsituation von BoDV-1

Die equine BD ist eine sporadisch auftretende Krankheit, die endemisch in Mitteleuropa vorkommt
[Dirrwald et al. 2006]. Durch die Aufhebung der Meldepflicht 2011 gibt es keine vollstandige
Auflistung der Inzidenz in den letzten Jahren, die erneute Einflihrung im Marz 2020 wird hier in Zukunft
genauere Daten liefern. In den Jahren 1990-2009 wurden im Endemiegebiet Bayern 451 Fille gemeldet
[Reichelt 2009], also ca. 23 Félle pro Jahr. Insbesondere die Entdeckung von mindestens 30 humanen
BD-Féllen ab 2017 [Coras et al. 2019, Finck et al. 2020, Korn et al. 2018, Liesche et al. 2019, Niller et al.

2020, Schlottau et al. 2018] hat aber erneut die Bedeutung von BoDV-1-Infektionen demonstriert.

Der endemische Charakter, die Haufung von Krankheitsfillen in bestimmten Jahren sowie in
bestimmten Monaten [Dirrwald et al. 2006] und Isolate, die sich weniger zwischen verschiedenen
Tierarten als zwischen den verschiedenen endemischen Regionen unterscheiden [Kolodziejek et al.
2005], deuteten schon lange auf ein oder mehrere Wildtierreservoire als Quelle der BoDV-1-
Infektionen. Damit eine Tierart ein Reservoir fir einen Erreger darstellen kann, missen drei
Voraussetzungen erfillt werden [Ashford 1997, Drexler et al. 2012, Haydon et al. 2002, Webster 2016].
Es missen 1) natirliche Infektionen mit dem Erreger vorkommen, 2) Routen existieren, durch die der
Erreger Ubertragen werden kann und 3) der Erreger in der Lage sein, Speziesbarrieren zu tiberwinden.
Die Demonstration von Infektionen in wildlebenden Feldspitzmausen durch verschiedene Studien
[Bourg et al. 2013, Diirrwald et al. 2014, Hilbe et al. 2006, Puorger et al. 2010, Weissenbock et al. 2017]
bestatigten, dass Feldspitzmduse als Reservoirwirt in Betracht kommen. Die ebenso gezeigte
Virusverteilung in den Feldspitzm&usen [Bourg 2018, Dirrwald et al. 2014, Puorger et al. 2010] mit
BoDV-1 in verschiedenen Ausscheidungsorganen lie eine Ausscheidung stark vermuten. Die
Ahnlichkeit zur Verteilung in neonatal infizierten immuninkompetenten Lewisratten, bei denen eine
Ausscheidung von infektiésem Virus bereits gezeigt wurde [Herzog et al. 1984, Morales et al. 1988],
waren weitere Hinweise auf die Ausscheidung. Durch diese Arbeit wurde belegt, dass infizierte
Feldspitzmduse wie vermutet infektioses Virus ausscheiden. Dadurch existieren verschiedene Routen,
durch die BoDV-1 von der Feldspitzmaus aus tbertragen werden kann. Da BoDV-1 bei verschiedenen
Tierarten vorkommt [Kolodziejek et al. 2005], kann es prinzipiell auch die Speziesbarriere tiberwinden.
Da bei der Isolierung der Spitzmausisolate primare Zellen von Kaninchenembryos verwendet wurden,
wurde die Speziesgrenze in vitro bereits Uberwunden. Durch weitere in vivo Studien kénnte dies in
Zukunft bei weiteren Fehlwirten demonstriert werden. Die bis zu 100 % Ubereinstimmung in
Gensequenzen von lIsolaten aus Spitzmausen und Pferden [Bourg et al. 2013] lasst aber sehr
wahrscheinlich erscheinen, dass mit Spitzmausisolaten auch Fehlwirte infiziert werden kénnen. Nach
Plowright et al. [2017] kann man versuchen, das Risiko eines Speziesiibertritt abzuschatzen. Auf Seiten
der Erregerlast (,pathogen pressure”) [Plowright et al. 2017] ist noch wenig Gber die Prévalenz von

BoDV-1 in der Spitzmauspopulation bekannt, da die Anzahl an Tieren in den Studien [Bourg et al. 2013,
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Durrwald et al. 2014, Hilbe et al. 2006, Puorger et al. 2010, Weissenbdck et al. 2017] gering ist und die
Zahlen sehr stark schwanken (zwischen 5% und 100 %). Nach unseren eigenen Untersuchungen
scheint die Prdvalenz in infizierten Subpopulationen recht hoch zu sein [8/16 Tieren]. Da die
persistente BoDV-1-Infektion keine offensichtlichen Krankheitssymptome verursacht und die Toleranz
der Infektion [Schneider und Ayres 2008] recht hoch zu sein scheint, gibt es keine Hinweise auf
Selektionsnachteile bei infizierten Tieren. Die dauerhafte Ausscheidung bei infizierten Tieren von
infektiosem Virus Uber verschiedene Routen und Uber einen langen Zeitraum kann zu einer
vergleichsweisen hohen Erregerlast in der Umwelt fihren [Plowright et al. 2017]. Die Aussetzung mit
dem Erreger (,Exposure”) [Plowright et al. 2017] von anderen Spezies sowie die Schutzbarrieren
[Plowright et al. 2017] fihren wahrscheinlich dazu, dass BD nur sporadisch auftritt. Dies sieht man
auch an dem hohen Anteil an seropositiven Pferden in Stallen mit wenigen manifesten BD-Féllen
[Grabner et al. 2002, Herzog et al. 1994]. Weitere Faktoren wie Genetik, Alter und Immunstatus des
Fehlwirtes sowie die Infektionsdosis des Virus kdnnen eine zusatzliche Rolle spielen [Herden et al.

2013].

Die Feldspitzmaus stellt das einzige bisher bekannte Reservoir von BoDV-1 da. Die experimentelle
Infektion von Rotelmédusen [Kinnunen et al. 2011] zeigt einen Verlauf der BoDV-1-Infektion mit
Ausscheidung von BoDV-1-RNA, der sie theoretisch als Reservoirspezies qualifizieren wirde. In
Feldstudien wurden bisher allerdings nur Rotelmduse mit Serumantikérpern gegen Bornaviren
entdeckt und keine akut oder persistent BoDV-1-infizierte R6telmaduse [Bourg 2018, Bourg et al. 2013,
Kinnunen et al. 2007], so dass die Reservoirfunktion in endemischen Gebieten fraglich bleibt. Hingegen
konnten in dieser Arbeit keine Hinweise dafiir gefunden werden, dass in europdischen Fledermdusen
BoDV-1-Infektionen vorkommen. Es gibt daher keine Hinweise, dass sie ein Reservoir von BoDV-1
darstellen. Die phylogenetische Verbindung von Flederméausen zu Bornaviren sowie das Vorkommen
von anderen, bisher unbekannten Bornaviren bei Fledermausen sollte allerdings in weiteren Studien

untersucht werden.

Ausblick

BoDV-1 wurde Anfang des 21. Jahrhunderts als Virus angesehen, das interessante Eigenschaften
besitzt, allerdings aufgrund stetig sinkender Infektionen eine schwindende Bedeutung fiir die
Allgemeinheit besaR. Die Entdeckung von neuen verwandten Bornaviren [Amarasinghe et al. 2018,
Hoffmann et al. 2015, Honkavuori et al. 2008, Kistler et al. 2008] sowie die Demonstration des
zoonotischen Potentials mit Gberwiegend todlichem Ausgang der Human- und Tierinfektion [Korn et
al. 2018, Niller et al. 2020, Schlottau et al. 2018] hat die Bedeutung von BoDV-1 gezeigt und das
Interesse neu entfacht. Die Zunahme von zoonotischen Infektionen mit Naturreservoir und die

dadurch entstehenden Krankheiten und Epidemien bekréftigen zusatzlich die Bedeutung von
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Diskussion

Reservoiren fir die menschliche Gesundheit im Sinne des ,,One-Health“-Konzeptes. Das Verstandnis,
welche Mechanismen und Interaktionen zwischen Virus und Reservoir die besondere
Reservoirsituation erméglichen oder zum Ubertritt in andere Tiere und den Menschen fiihren, kann
dazu beitragen, solche spillover-Ereignisse in Zukunft vorherzusagen oder zu verhindern. Studien zu
BoDV-1-Infektionen in der Feldspitzmaus und der zugrundeliegenden, weiterhin in weiten Teilen
unbekannten Pathogenese bieten hier eine einzigartige Chance. Die direkte Untersuchung der
Reservoirspezies in in vivo Studien kann zu entscheidenden Erkenntnissen fiihren, da die Probleme der

fehlenden Ubertragbarkeit von Erkenntnissen zwischen Tiermodellen verringert werden.
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7  Zusammenfassung

Viele Virusinfektionen und ,,emerging infectious diseases” (EID) besitzen ein Reservoir in wildlebenden
Tierpopulationen, von der Ubertragungen der Infektionserreger auf Haustiere und Menschen
stattfinden. Dies stellt eine betrachtliche Gefahr fur die 6ffentliche Gesundheit dar und Tiermodelle,
die die Reservoirsituation widerspiegeln, kdnnen durch die Erforschung grundlegender Mechanismen

Hinweise fur zukiinftige Bekampfungstrategien liefern.

Borna disease virus (BoDV-1) ist seit langer Zeit als Erreger der Bornaschen Krankheit (BD) bekannt,
einer neurologischen, todlichen Erkrankung bei Sdugetieren, insbesondere bei Pferden und Schafen.
Kurzlich wurde auch der zoonotische Charakter von BoDV-1 gezeigt und bisher wurden mehr als 30

humane Todesfélle auf BoDV-1 zuriickgefiihrt.

Die Feldspitzmaus (Crocidura leucodon) wird als Reservoir von BoDV-1 in verschiedenen endemischen
Regionen vermutet, da mehrfach Wildfange mit natirlichen BoDV-1-Infektionen gefunden wurden
und das Verteilungsmuster mit Virustranskription und Replikation in Ausscheideorganen auf eine

Virusausscheidung hindeutet.

Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war, durch Untersuchungen an lebenden infizierten
Feldspitzmdusen die BoDV-1-Infektion im Reservoirtier ndher zu charakterisieren. Insbesondere eine
Aussage Uber die Ausscheidung von BoDV-1 durch infizierte Feldspitzmause sollte getroffen werden.
Zur Erreichung dieses Ziels sollte eine Feldspitzmaushaltung und -zucht etabliert werden, um die
Infektion unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen. In einem zweiten Teil der Arbeit wurde
untersucht, ob Fledermause, die aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften haufig als Reservoir fur
Viren fungieren und bei denen endogene Bornavirus-dhnliche Elemente im Genom verschiedener
Arten gefunden wurden, natirliche BoDV-1-Infektionen aufweisen und damit als weiteres Reservoir

von BoDV-1 in Frage kommen.

Fur den ersten Teil der Arbeit wurden innerhalb von zwei Jahren 16 Feldspitzm&use an zwei Standorten
aus der Natur entnommen und 13 Feldspitzmause lebend in die Haltung genommen. Die Bedingungen
und Anpassungen der Haltung an die spezifischen Bedirfnisse von Feldspitzmdusen wurden
beschrieben und mit den Ansatzen friherer Spitzmaushaltungen verglichen. Innerhalb von 6 Jahren
wurden 19 Nachkommen in 3 Generationen geziichtet. Der Mittelwert der Lebensdauer in der Haltung
bei den Wildfangen betrug 810 Tage (91 Tage bis 1353 Tage), der Mittelwert der Lebensdauer der in
der Haltung geborenen Spitzmause betrug 963 Tage (401 Tage bis 1278 Tage). Die meisten ermittelten

Todesursachen beinhalteten Neoplasien, die mit dem hohen Lebensalter in Zusammenhang stehen

131



Zusammenfassung

kénnen. Die erfolgreiche Etablierung der Haltung ermdéglichte die weiteren Untersuchungen dieser

Arbeit an den Spitzmausen.

Von den 16 gefangenen Feldspitzmausen waren 8 zum Zeitpunkt des Fanges mit BoDV-1 infiziert und
ermoglichten die Charakterisierung der natirlichen persistenten BoDV-1-Infektion an lebenden
Feldspitzmausen. BoDV-1-infizierte und nicht-infizierte Tiere unterschieden sich weder im Verhalten
noch in der Aktivitdt oder in der Futteraufnahme. Der statistische Vergleich der
Koérpermasseentwicklung zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren fiihrte zu keinen
signifikanten Unterschieden. BoDV-1-infizierte Feldspitzmduse schieden infektiose Viren (iber
Speichel, Haut und Urin aus, wie mittels Virusanzucht gezeigt wurde. BoDV-1-RNA wurde mittels RT-
PCR in Speichel, Tranenflussigkeit, Hauttupfer mit Hautsekreten und Hautschuppen, Urin und Kot
festgestellt, interessanterweise zusatzlich auch in der Einstreu. Bei der Untersuchung lber 4
aufeinanderfolgende Wochen war bei 2 Tieren in einzelnen Urinproben keine BoDV-1-RNA
nachzuweisen, dies kann auf eine intermittierende Ausscheidung hinweisen. Die Untersuchung nach
mehr als 250 Tagen in der Haltung zeigte, dass auch zu diesem spaten Zeitpunkt der Infektion die
Ausscheidung tUber Speichel, Tranenflussigkeit, Hautsekreten oder Hautschuppen und Urin stattfand.
Die postmortale Untersuchung der infizierten Tiere zeigte keine entziindlichen oder degenerativen
Verdnderungen im Zusammenhang mit der Infektion, mittels Immunhistochemie und in-situ-
Hybridisierung konnte Replikation und Transkription des Virus im Nervensystem und in vielen
peripheren Organen gezeigt werden und als Ausscheideorgane die Speicheldrise, die Tranendriise, die
Niere und Harnblase und die Haut mit Talgdriisen und Epidermis identifiziert werden. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass auch in der Umgebung der infizierten Spitzmaus BoDV-1-RNA mit der RT-
PCR nachgewiesen werden konnte. Dies und die Ausscheidung (iber verschiedene Routen kann die
Ubertragung von Feldspitzmaus zu Feldspitzmaus erméglichen und damit den Erhalt des Virus in der

Reservoirpopulation, gleichzeitig aber auch die Ubertragung auf Fehlwirte.

Fur den zweiten Teil der Arbeit wurden 6 Betriebe mit vorherigen Fallen von equiner BD exemplarisch
auf das Vorkommen von Fledermdusen mittels Begehung und Aufzeichnungen von
Ultraschalldetektoren untersucht. Dabei wurden Quartiere und Jagdgebiete von einem Spektrum von
Fledermausen identifiziert, die eine weite Verbreitung in der Gegend besitzen. Die Untersuchung von
Gehirnen von Fledermausen verschiedener Arten aus ganz Deutschland mittels RT-PCR zeigte in 257
Tieren keinen Hinweis auf orthobornavirale RNA. Dabei wurde eine RT-PCR verwendet, die neben
BoDV-1 auch andere zu dem Zeitpunkt bekannte Orthobornaviren nachweisen sollte (7 detektierbare
Spezies: Mammalian 1 orthobornavirus, Mammalian 2 orthobornavirus, Passeriform 1
orthobornavirus, Passeriform 2 orthobornavirus, Psittaciform 1 orthobornavirus, Psittaciform 2
orthobornavirus, Waterbird 1 orthobornavirus). In der immunhistologischen Untersuchung zum
Nachweis von BoDV-1-Phosphoprotein gab es bei 3 von 140 Tieren eine Reaktion in der glatten
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Muskulatur des Darmes. Eine Reaktion mit bisher unbekannten Bornaviren oder auf translatierte

endogene Bornavirus-dhnliche Elemente konnte nicht ausgeschlossen werden.

Zusammengefasst hat diese Arbeit neue Erkenntnisse zur Reservoirsituation von BoDV-1
hervorgebracht. Trotz des Vorkommens von endogenen Bornavirus-dhnlichen Elementen im Genom
verschiedener Fledermausarten gibt es keinen Hinweis darauf, dass sich Flederm&use natirlich mit
BoDV-1 infizieren oder eine Rolle als Reservoir fiir BoDV-1 spielen. Hingegen hat diese Arbeit gezeigt,
dass infizierte Feldspitzmause persistent infiziert sind und dauerhaft BoDV-1-RNA und infektidses Virus
iber verschiedene Routen ausscheiden, und hat damit den Reservoircharakter von Feldspitzmdusen

als nattrliches Reservoir fir BoDV-1 bewiesen.
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8 Summary

Many virus infections and emerging infectious diseases (EID) have a reservoir in wild animal
populations with pathogen transmission to domestic animals and humans. This poses an imminent
threat to public health and studies on animal models reflecting the reservoir situation can provide

basic mechanisms to improve future control strategies.

For a long time, Borna disease virus (BoDV-1) is known as the aetiologic agent of Borna disease (BD), a
fatal neurologic disorder of mammals, that affects especially horses and sheep. Recently, the zoonotic
potential of BoDV-1 has been demonstrated and more than 30 human fatalities have been so far traced

back to BoDV-1 infections.

Bicoloured white-toothed shrews (Crocidura leucodon) are considered reservoirs of BoDV-1 in various
endemic regions, as wild caught shrews with natural BoDV-1 infections have been found several times
and the distribution pattern with viral transcription and replication in excretion organs have indicated

virus transmission.

The aim of the first part of the study was to further characterize BoDV-1 infection in the reservoir
species by carrying out studies on living BoDV-1 infected bicoloured white-toothed shrews. The main
research focus was set to find evidence on shedding of virus by BoDV-1 infected shrews. To achieve
this goal, a husbandry and breeding colony of C. leucodon was established to investigate the infection
under controlled conditions. A second part of the study investigated whether bats, which due to their
biological properties often act as a reservoir for viruses and in which endogenous bornavirus-like
elements were found in the genome of different species, have natural BoDV-1 infections, and could be

considered as an additional reservoir of BoDV-1.

In the first part of the study, sixteen C. leucodon were taken from nature at two sites within two years
to found a husbandry with thirteen living bicoloured white-toothed shrews. Conditions and
adaptations of the husbandry to the specific needs of C. leucodon were described and compared with
the approaches of other shrew holdings. Within six years, 19 offspring were bred in 3 new generations.
The mean lifespan of the wild catches was 810 days (91 days to 1353 days), the mean lifespan of the
shrews born in the husbandry was 963 days (401 days to 1278 days). Most of the causes of death
comprised of neoplasms, which may be related to high age. The successful establishment of the

husbandry enabled further observations of this study.

Of the sixteen C. leucodon caught, eight were infected with BoDV-1 at the time of the catch, allowing
the characterization of natural persistent BoDV-1 infection in living bicolored white-toothed shrews.

Activity and behaviour during day and night light regime and food intake did not differ between
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infected and non-infected animals. Furthermore, there was no significant difference on relative body
mass trend between infected and non-infected animals. As shown by virus cultivation, BoDV-1 infected
C. leucodon spread the virus through saliva, skin, and urine. BoDV-1 RNA was detected by RT-PCR in
saliva, lacrimal fluid, skin swabs with dander and sebum, urine, and faeces, interestingly also in the
litter. For over a period of 4 weeks of monitoring for virus shedding, BoDV-1 RNA was undetectable in
single urine samples of 2 animals, which may indicate intermittent excretion. Additional testing after
more than 250 days in husbandry revealed virus shedding in saliva, lacrimal fluid, dander and sebum,

and urine at this late time point after infection.

The post mortem examination of infected animals showed no inflammatory or degenerative lesions
that could be related to BoDV-1 infection. By immunohistochemistry and in-situ hybridisation, virus
replication and transcription was demonstrated both in the nervous system and in peripheral organs.
Therefore, salivary gland, lacrimal gland, kidney, urinary bladder, and skin with sebaceous glands and
epidermis could be identified as organs responsible for transmission. Additionally, BoDV-1 RNA was
demonstrated by RT-PCR in the environment of infected shrews. The contaminated environment and
virus shedding over different routes can enable shrew-to-shrew transmission and therefore the

maintenance in the reservoir population, but also transmission to spillover hosts.

In the second part of the study, the environment of six horse farms with previous cases of BD were
examined for the presence of bats by means of inspection and recordings of ultrasound detectors.
Roosts and hunting areas of a variety of common European bat species were identified. Additionally,
brain samples of 257 bats of different species from Germany were tested by RT-PCR without any
evidence of orthobornaviral RNA. The applied RT-PCR-assay was designed to detect BoDV-1 and
several other known orthobornaviruses (7 detectable species: Mammalian 1 orthobornavirus,
Mammalian 2 orthobornavirus, Passeriform 1 orthobornavirus, Passeriform 2 orthobornavirus,
Psittaciform 1 orthobornavirus, Psittaciform 2 orthobornavirus, Waterbird 1 orthobornavirus).
Immunohistological examination for the detection of BoDV-1 phosphoprotein revealed a
immunoreaction in 3/140 animals in smooth muscle cells of the intestine. A reaction associated with
so far unknown bornaviruses or with translated endogenous bornaviral elements could not be

excluded.

In summary, this study enlightened the reservoir situation of BoDV-1. Despite the presence of
endogenous bornaviral elements in the genome of different bat species, there is no evidence that bats
naturally become infected with BoDV-1 or play a role as a reservoir for BoDV-1. However, this study
demonstrated the persistent character of BoDV-1 infection in bicoloured white-toothed shrew with
long time shedding of BoDV-1 RNA and infectious virus over different routes, thus proving the reservoir

character of C. leucodon as a natural reservoir of BoDV-1.
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10 Anhang

10.1. Zusatzliche Methoden: Bestimmung von Fledermdusen mittels
Ultraschalldetektoren

Die aufgenommenen Signale der Fledermduse werden mit einer vom Signal erzeugten Schwingung
tiberlagert, diese Technik wird Heterodynsystem genannt. Die Differenz der Frequenz dieser beiden
Schwingungen liegt innerhalb des Horspektrums der Menschen. Verschiedene Frequenzverldufe der
Rufe verursachen dabei charakteristische Laute. ,Nasse” Laute erinnern an fallende Wassertropfen
und werden bei Rufen mit langerer konstanten Frequenz verursacht. Ein Beispiel hierfiir sind die Rufe
der weit verbreiteten Zwergfledermaus. , Trockenes” Knattern wird hingegen durch Rufe mit starker
Frequenzmodulation verursacht, die dadurch kirzere Zeit im Horbereich des Menschen liegen.
Beispiele bei europaischen Fledermausen sind dafiir die Wasserfledermaus (Myotis daubentonii) und

die Fransenfledermaus (Myotis nattereri).

Der Ultraschalldetektor (Ultraschalldetektor Pettersson D 200) war bei den Begehungen auf eine
Zielfrequenz von 45 kHz eingestellt und wurde bei Verdacht auf Rufe um bis zu 5 kHz variiert, um
diese Rufe lauter zu horen. Der GroRteil der im Untersuchungsgebiet moglicherweise vorkommender

Arten sollte damit bemerkt werden.

Rufe wurden dann anhand des Klangbildes den Gattungen oder Arten zugeordnet [Barataud 2015,

Dietz und Kiefer 2004].

Parallel wurde ein Aufzeichungsgerat [SongMeter 3, Wildlife Acoustics] auf den Besichtigungen
mitgefuhrt, um die Rufe im Nachhinein mittels Sonogramm auszuwerten. Die Aufzeichungen wurden
mit der Software Song Scope [Wildlife Acoustics] ausgewertet (Abbildung 5), dabei wurden die in
Tabelle 11 abgebildeten Einstellungen verwendet. In diesem Programm werden im zeitlichen Verlauf
die Frequenzen und Lautstarken graphisch angezeigt. Parallel wird in einem Oszillogramm die
Amplitude im Zeitverlauf angezeigt. Durch Auswahl von Mustern, die die Eigenschaften von
Fledermausrufen ausweisen, konnen zusatzliche Informationen wie Lange, Frequenzbereich und

mittlere Frequenz angezeigt werden.

Die Eigenschaften von Fledermausrufen beinhalten eine Rufdauer von mehr als 2 Millisekunden und
eine Bandbreite an Frequenzen, die wahrend dem Ruf verwendet werden. Einige Arten (in Europa die
Hufeisennasen) verwenden Rufe mit langer konstanter Frequenz und kurzen Frequenzmodulationen
am Anfang und am Ende des Rufes, die meisten Arten zeigen aber Frequenzmodulationen tber die

gesamte Dauer des Rufes. Die mittlere Frequenz kann im Zusammenhang mit dem Muster der
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Frequenzmodulationen zur Artbestimmung genutzt werden [Einzelheiten in Barataud 2015].
Allerdings kann sie in verschiedenen Habitaten und im begrenzten MaRe zwischen Individuen

variieren. Ortungsrufe sind artspezifischer und konstanter, wohingegen Sozialrufe haufig komplexere

Variationen beinhalten [Barataud 2015].
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Abbildung 5 — Rufanalyse mit dem Auswertungsfenster des Programmes Song
Scope
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Tabelle 11 Einstellungen zur Rufanalyse im Programm Song Scope

Display
Hue: 24
Luminosity: 44
Contrast: 9
Brightness: 19
Mixer
Playback Speed: 1/10
Sample Rate: 38400
Spectogramm
FFT Size: 256
FFT Overlap: %
Amplitude Gain: -14
Frequency Min: 0
Frequency Range: 90
Recognizers
Minimum quality: 10
Minimum score: 25
Show Top: 5 Matches
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Abbildung 6 —Rufe einer Zwergfledermaus

Beispiel der Rufe einer Zwergfledermaus (Pipistrellus pipistrellus). Sie zeigen einen starken Abfall der
Frequenz von 64500 Hz zu 43500 Hz mit einer mittleren Frequenz von 49000 Hz. Die schneller
werdende Abfolge der Rufe deutet auf Jagdrufe hin, mit einer typischen tieferen Frequenz zum Ende
der Abfolge.

Abbildung 7 — Rufe einer Breitflligelfledermaus

27:31.20s 27:31.25s 27:31.

Beispiel der Rufe einer Breitfligelfledermaus (Eptesicus serotinus). Sie zeigen einen Abfall der Frequenz
von 49500 Hz zu 28500 Hz mit einer mittleren Frequenz von 34000 Hz. Im Vergleich zum Ruf der
Zwergfledermaus ist ein noch langerer frequenzkonstanter Anteil zu erkennen. Die Rufe ab 27:31:25
deuten auf soziale Interaktionen hin.

Abbildung 8 — Rufe einer Myotis-Fledermaus

Beispiele der Rufe einer Fledermaus der Gattung Myotis. Der Ruf ist sehr kurz, wie man an der starken
Steigung sehen kann. Die Frequenz fallt schnell von 72000 Hz auf 21000 Hz mit einer mittleren
Frequenz von 44000 Hz. Gleichzeitig sind im Bild deutliche Storgerdusche als heller fleckiger
Hintergrund zu erkennen.
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10.2. Auswertung von Ultraschalldetektoren zur Bestimmung von
Fledermausarten in Betrieben mit equiner BD

Tabelle 12 Rohdaten Ultraschallaufzeichungen Rundgang Betrieb 1

Uhrzeit mittlere Frequenz Frequenzbereich Lange

hh:mm:ss Art [Hertz] [Hertz] [Millisekunden]
Pipistrellus

21:08:24 pipistrellus 50000 45000-64500 5

21:09:04 Pipistrellus pygmaeus | 52000 48000-61500 3
Pipistrellus

21:09:32 pipistrellus 50000 43500-58500 5

21:10:21 Myotes sp. 57000 48000-67500 3

21:10:34 Pipistrellus pygmaeus | 55000 46500-103500 6
Pipistrellus

21:11:36 pipistrellus 49000 43500-69000 5

21:20:42 Pipistrellus pygmaeus | 52500 46500-69000 5

21:20:45 Eptesicus serotinus 35000 25500-60000 6
Pipistrellus

21:21:42 pipistrellus 49000 43500-64500 5
Pipistrellus

21:26:25 pipistrellus 52000 45000-70500 5
Pipistrellus

21:27:44 pipistrellus 49000 45000-58500 4

21:27:44 Myotes sp. 26000 15000-39000 4

21:29:11 Eptesicus serotinus 34000 28500-49500 6

21:29:14 Myotis brandtii 44000 27000-76500 5
Pipistrellus

21:30:28 pipistrellus 47000 43500-60000 5
Pipistrellus

21:36:44 pipistrellus 49000 42000-64500 5

21:36:56 Myotis sp. 51000 42000-67500 3

21:37:10 Myotis sp. 50000 39000-67500 4
Pipistrellus

21:37:44 pipistrellus 47000 40500-57000 6
Pipistrellus

21:41:58 pipistrellus 47000 39000-69000 6

21:47:22 Pipistrellus nathusii | 41000 36000-57000 8

21:47:26 Eptesicus serotinus 28000 21000-42000 13

21:53:28 Myotis sp. 44000 21000-72000 4

21:56:42 Myotis sp. 42000 19500-60000 6
Pipistrellus

21:59:07 pipistrellus 47000 43500-52500 9
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Tabelle 13 Rohdaten Ultraschallaufzeichungen Rundgang Betrieb 2

Uhrzeit mittlere Frequenz Frequenzbereich Lange
hh:mm:ss Art [Hertz] [Hertz] [Millisekunden]
21:22:46 Pipistrellus pipistrellus | 45000 42000-49500 6
21:37:44 Pipistrellus pipistrellus | 51000 46000-60000 5
21:38:06 Myotes daubentonii | 47000 36000-66000 3
21:39:05 Pipistrellus pipistrellus | 50000 46000-57000 6
21:41:00 Pipistrellus pipistrellus | 52000 46500-60000 5
21:41:25 Pipistrellus pygmaeus | 54000 45000-82500 6
21:43:57 Pipistrellus pipistrellus | 51000 46500-63000 4
21:46:40 Pipistrellus pipistrellus | 49000 43500-64500 8
21:48:34 Pipistrellus pipistrellus | 49000 45000-61500 10
21:56:30 Pipistrellus pipistrellus | 49000 45000-57000 9
21:57:03 Pipistrellus pipistrellus | 48000 40500-57000 4
21:57:41 Myotis sp. 53000 43500-69000 4
Tabelle 14 Rohdaten Ultraschallaufzeichnungen Rundgang Betrieb 3
Uhrzeit mittlere Frequenz Frequenzbereich Lange
hh:mm:ss Art [Hertz] [Hertz] [Millisekunden]
21:25:29 Myotis daubentonii 47000 34500-64500 3
21:26:44 Pipistrellus pipistrellus | 49000 43500-70500 5
21:30:12 Pipistrellus pipistrellus | 44000 39000-58500 6
21:31:15 Pipistrellus pipistrellus | 50000 43500-100500 7
21:34:07 Pipistrellus pipistrellus | 48000 42000-64500 5
21:34:32 Myotis sp. 51000 40500-64500 2
21:36:57 Pipistrellus pipistrellus | 48000 40500-102000 5
21:38:37 Myotis sp. 46500 25500-64500 3
21:39:12 Pipistrellus pipistrellus | 47000 43500-64500 5
21:39:12 Myotis daubentonii 48000 39000-58500 2
21:39:14 Myotis daubentonii 50000 36000-78000 3
21:39:56 Myotis daubentonii 47000 25500-78000 4
21:41:40 Pipistrellus pipistrellus | 47000 40500-105000 6
21:42:14 Pipistrellus pipistrellus | 18000 13500-25500 5
21:43:12 Myotis daubentonii 51000 37500-84000 3
21:44:20 Pipistrellus pipistrellus | 47000 40500-69000 5
21:46:17 Myotis daubentonii 45000 25500-64500 4
21:50:01 Pipistrellus pipistrellus | 48000 42000-615000 6
22:06:33 Pipistrellus pipistrellus | 47000 42000-57000 9
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Tabelle 15 Rohdaten Ultraschallaufzeichnungen Rundgang Betrieb 5

Uhrzeit mittlere Frequenz Frequenzbereich Lange
hh:mm:ss Art [Hertz] [Hertz] [Millisekunden]
21:02:32 Nyctalus noctula 18000 20000-18000 18
21:02:40 Nyctalus noctula 18000 20000-18000 18
21:22:46 Pipistrellus pipistrellus | 45000 42000-49500 6
21:32:00 Pipistrellus pipistrellus | 46000 40500-57000 6
21:32:49 Pipistrellus pipistrellus | 47000 42000-61500 6
21:32:55 Pipistrellus pipistrellus | 52000 45000-64500 3
21:35:12 Myotes daubentonii 43000 28500-61500 5
21:35:45 Pipistrellus pipistrellus | 47000 43500-57000 8
21:37:44 Pipistrellus pipistrellus | 51000 46000-60000 5
21:38:06 Myotes daubentonii 47000 36000-66000 3
21:38:29 Pipistrellus pipistrellus | 48000 46500-57000 8
21:39:05 Pipistrellus pipistrellus | 50000 46000-57000 6
21:41:00 Pipistrellus pipistrellus | 52000 46500-60000 5
21:41:25 Pipistrellus pygmaeus | 54000 45000-82500 6
21:43:57 Pipistrellus pipistrellus | 51000 46500-63000 4
21:51:52 Pipistrellus pipistrellus | 44000 42000-54000 7
21:52:03 Myotes sp. 43000 31000-52000 3
21:54:13 Pipistrellus pipistrellus | 47000 43500-69000 6
21:57:52 Myotes daubentonii | 43000 27000-61500 4
21:58:35 Pipistrellus pipistrellus | 46000 45000-51000 7
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Tabelle 16 Rohdaten Ultraschallaufzeichnungen Rundgang Betrieb 6

Uhrzeit mittlere Frequenz Frequenzbereich Lange
hh:mm:ss Art [Hertz] [Hertz] [Millisekunden]
21:01:42 Nyctalus noctula 30000 31500-27000 16
21:27:56 Myotis sp. 49000 37500-61500 4
21:29:02 Myotis sp. 49000 33000-67500 3
21:30:43 Myotis sp. 55000 40500-88500 3
21:31:30 Myotis sp. 48000 24000-64500 4
21:31:50 Myotis sp. 51000 30000-84000 5
21:32:27 Myotis sp. 48000 27000-73500 4
21:32:58 Myotis sp. 49000 27000-87000 4
21:34:46 Myotis sp. 48000 28500-66000 3
21:34:49 Pipistrellus nathusii 17500 12000-21000 8
21:36:56 Myotis sp. 56000 37500-108000 4
21:38:31 Pipistrellus pipistrellus | 44500 37500-52500 3
21:38:55 Myotis sp. 47500 27000-67500 5
21:41:43 Myotis sp. 50000 36000-69000 4
21:41:45 Myotis sp. 51000 25500-90000 4
21:42:05 Myotis sp. 51000 37500-84000 2
21:45:43 Myotis sp. 47500 34500-60000 3
21:48:20 Pipistrellus pipistrellus | 46000 42000-51000 7
21:51:56 Myotis sp. 50000 39000-64500 3
21:53:03 Myotis sp. 46000 33000-60000 3
21:53:17 Pipistrellus pipistrellus | 50000 45000-63000 5
21:59:09 Pipistrellus pipistrellus | 49000 43500-58500 8
22:07:40 Myotis sp. 49000 25500-70500 6
22:07:55 Myotis sp. 51000 28500-78000 4
22:15:47 Pipistrellus pipistrellus | 51000 46500-63000 5
22:17:26 Pipistrellus pygmaeus | 53000 46500-67500 7
22:18:32 Pipistrellus pipistrellus | 46000 40500-54000 8
22:21:05 Pipistrellus pipistrellus | 42500 37500-48000 10
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10.3. Pathologische Untersuchungen bei Feldspitzméausen - Normalbefunde

Abbildung 9 — Situs Feldspitzmaus

A) enthduteter Tierkorper von ventral mit er6ffneter Brusthéhle und Bauchhohle
B) lila: Speicheldrusen (Glandula submandibularis), blau: Lunge, dunkelgriin: Herz, hellgriin: Leber,
schwarz: Darmkonvolut, rot: Harnblase
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Abbildung 10 — Speicheldrisen bei der Feldspitzmaus

Sach : 7\' :

A) Glandula parotis, serése Speicheldriise
B) Glandula sublingualis, mukdse Speicheldriise
C) Glandula submandibularis, gemischte Speicheldriise mit serésen und mukdsen Anteilen
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Abbildung 11 — Organe der Brusthohle

A) Ubersicht Geschlinge
B) Herz

C) Luftrohre

D) Lunge mit Bronchus
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Abbildung 12 — Organe des Verdauungstraktes

A) Magen in der Bauchhohle mit Milz (Darmkonvolut und Leber entnommen)
B) Darm mit Dinndarm und Dickdarm

C) Magenschleimhaut

D) Schleimhaut des Diinndarms (Jejunum)

E) Schleimhaut des Dickdarms (Colon)

F) Leber

G) Pankreas
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Abbildung 13 — Niere und Harnblase

A) Ubersicht iiber den caudalen Abschnitt der Bauchhohle (Darmkonvolut entnommen)

B) markierte Organe: Niere (griin), Harnblase (orange)

C) Niere mit deutlicher Trennung in Rinde (links) mit Glomerula und proximalen Tubuli und Mark
(rechts) mit parallel angeordneten distalen Tubuli und Sammelrohren

D) Harnblasenschleimhaut
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Abbildung 14 — Mammadrisen und Hoden bei der Feldspitzmaus

A) Geschlechtsreifes Weibchen, Mammadrisen mit drei Komplexen
B) Geschlechtsreifes Mannchen, intraabdominal gelegene Hoden (Pfeil) mit griiner Pigmentierung
sowie dorsal der Harnblase paarige Samenblasendriisen (Glandula vesicularis)
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Abbildung 15 — Flankendrise bei Spitzmausen

A) Flankendrise an der seitlichen Bauchwand, insbesondere bei Mannchen ausgepragt (hier
Darstellung bei einer Hausspitzmaus)

B) Lage der Flankendrise bei abgezogener Haut

C-D) Nester von Talgdrisen-ahnlichen Driisenzellen unter der Epidermis
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10.4.

Ergebnisse der pathologischen Untersuchungen bei

Feldspitzmausen der Haltung

Tier #1S1361/16

Geschlecht mannlich

Todesdatum 31.8.2016

Alter 1124 Tage

Vorbericht verringerte Futteraufnahme in den 2 Wochen vor dem Tod, am Tag vor dem
Tod keine Futteraufnahme

Gewicht 10g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Rundzellentumor in der caudalen Thoraxhohle mit Infiltration in Lunge,
Thoraxwand und Mediastinum, daneben multifokale eitrige Hepatitis und
futterleerer Magen-Darmtrakt

Tier #2 51768/16

Geschlecht weiblich

Todesdatum 30.11.2016

Alter 1215 Tage

Vorbericht seit langem Alopezie am Riicken, am Tag vor dem Tod deutliche
Verringerung der Futteraufnahme, sonst keine Symptome/alt

Gewicht 11g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Karzinom in der Lunge und Leberadenom, daneben futterleerer Magen und
bilateral-symmetrische Alopezie im Bereich des gesamten Rickens

Tier #3 51687/15

Geschlecht weiblich

Todesdatum 9.12.2015

Alter 823 Tage

Vorbericht Alopezie seit Monaten, in den Wochen vor dem Tod leicht verringerte
Futteraufnahme und staksiger Gang, dann Verschlechterung des
Allgemeinbefindens mit Apathie, Euthanasie

Gewicht 9g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Pankreaskarzinom mit geringgradigem Hydroperitoneum, maligne Neoplasie
in der Leber mit pyogranulomatéser Entziindung, daneben Alopezie an
Rickenlinie

Tier #5 5120/14

Geschlecht ménnlich

Todesdatum 30.1.2014

Alter 92 Tage

Vorbericht ohne Symptome tot aufgefunden
Gewicht 14,1g

Erndhrungszustand | adipds

relevante Befunde

Invagination des distalen Colons mit blutigem Darminhalt und
geringgradigem Bandwurmbefall, daneben eitrige Pneumonie

176




Anhang

Tier #65119/14

Geschlecht weiblich

Todesdatum 29.1.2014

Alter 91 Tage

Vorbericht in den letzten 2 Tagen vor Tod deutlich gesteigerte Atemfrequenz, Apathie
und Einstellung der Futteraufnahme

Gewicht 153 g

Erndhrungszustand | adipds

relevante Befunde

futterleerer Magen-Darmtrakt, multifokale nicht-eitrige Hepatitis mit groRen
intranukledren EinschluRkérperchen in Hepatozyten und mittelgradigem
Hydroperitoneum, fokale katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie

Tier #7 S813/16

Geschlecht mannlich

Todesdatum 26.5.2016

Alter 931 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, am Tag vor dem Tod deutliche Verringerung der
Futteraufnahme, sonst keine Symptome

Gewicht 11,1g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

futterleerer Magen-Darmtrakt, fettige Degeneration von Hepatozyten,
Fibropapillom am Ricken und Alopezie im Bereich des Schadeldaches

Tier #85181/16

Geschlecht weiblich

Todesdatum 8.2.2016

Alter 599 Tage

Vorbericht 4 Tage vor dem Tod verringerte Futteraufnahme und gestraubtes Haarkleid
am Tag vor dem Tod deutliche Verringerung der Futteraufnahme

Gewicht 9,1g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

Rundzellentumor in der Thoraxhéhle neben der Lunge

Tier #9

Geschlecht ménnlich

Todesdatum 15.7.2016

Alter 758 Tage

Vorbericht ohne Symptome tot aufgefunden, seit langem Alopezie am hinteren Riicken
Gewicht 11g

Erndhrungszustand | unbekannt

relevante Befunde

keine Sektion
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Tier #10 5892/16

Geschlecht mannlich

Todesdatum 10.6.2016

Alter 722 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, in den letzten 2 Wochen vor dem Tod leicht
verringerte Futteraufnahme, am Tag vor dem Tod deutliche Verringerung der
Futteraufnahme

Gewicht 8g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Nierentumor in der rechten Niere, Alopezie an Riicken, Flanke, Bauch und
Kopf, daneben futterleerer Magen-Darmtrakt und Exsikkose

Tier #11S972/14

Geschlecht weiblich

Todesdatum 22.7.2014

Alter adult

Vorbericht 1 Tag nach Transport in Haltung gestorben, keine Futteraufnahme
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

futterleerer Magen-Darmtrakt

Tier #12 S45/17

Geschlecht mannlich

Todesdatum 8.1.2017

Alter 903 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, am Tag vor dem Tod deutliche Verringerung der
Futteraufnahme, sonst keine Symptome

Gewicht 10g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

Alopezie im Bereich des gesamten Riickens, Darmanschoppung, akute
Lungenstauung

Tier #13

Geschlecht mannlich

Todesdatum 24.03.2017

Alter 978 Tage

Vorbericht seit langem Alopezie am Riicken, mehrere Monate vor dem Tod
Umfangsvermehrung an der linken HintergliedmaRe, chirurgische
Entfernung, stellt sich in der Untersuchung als Mastzellentumor dar
Tierkorper stand nicht zur Sektion zur Verfiigung

Gewicht callg

Erndhrungszustand | unbekannt

relevante Befunde

keine Sektion; 2 Monate vor dem Tod Entfernung eines Mastzelltumors an
linker Hintergliedmalle
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Tier #14 5924/18

Geschlecht mannlich

Todesdatum 20.6.2018

Alter 1353 Tage

Vorbericht alt, ohne akute Symptome tot aufgefunden
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

multifokale Lebertumoren mit Nekrosen, daneben verheilter Bruch in der
Schwanzwirbelsdule und schiitteres Haarkleid mit einzelnen Stellen von
Alopezie

Tier #155702/17

Geschlecht mannlich

Todesdatum 3.5.2017

Alter 941 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, ohne akute Symptome tot aufgefunden
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

Lungenblutungen und alveoldres Lungenddem, Leydigzelltumor im rechten
Hoden, Alopezie am kaudalen Ricken

Tier #16 51624/15

Geschlecht mannlich

Todesdatum 23.11.2015

Alter 432 Tage

Vorbericht innerhalb von 2 Tagen 3g Korpergewicht verloren, daneben multifokalen
Haarverlust, zuletzt stark gestortes Allgemeinbefinden mit struppigem
Haarkleid, staksiger Gang und Apathie

Gewicht 9g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

T-Zell-Lymphom mit Splenomegalie und generalisierter
Lymphknotenschwellung sowie multifokalen dermalen Ulzerationen am
Bauch, daneben futterleerer Magen-Darmtrakt

Tier #17 5925/18

Geschlecht weiblich

Todesdatum 24.12.2017

Alter 1194 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, ohne akute Symptome tot aufgefunden
Gewicht 9g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

akute Stauung von Leber, Lunge und Niere, alveoldres Lungenddem,
multifokale Alopezie am Riicken
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Tier #18 5415/18

Geschlecht weiblich

Todesdatum 18.3.2018

Alter 1278 Tage

Vorbericht 1 Woche vor Tod Schwache mit verminderter Futteraufnahme
Gewicht 6g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Rundzellentumor in der Lunge, Alopezie im Bauchbereich, daneben
futterleerer Magen-Darmtrakt mit Ausnahme von Enddarm mit Koprostase

Tier #1951243/17

Geschlecht weiblich

Todesdatum 25.08.2017

Alter 1014 Tage

Vorbericht seit Monaten Alopezie, ohne akute Symptome tot aufgefunden
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

hepatozelluldres Karzinom, daneben Basalzelltumor, multifokale Alopezie am
Ricken und futterleerer Magen-Darmtrakt

Tier #20S51467/17

Geschlecht weiblich

Todesdatum 18.10.2017

Alter 1068 Tage

Vorbericht aufgefallen mit dickem Bauch, Euthanasie wegen Verdacht auf
Tumorerkrankung

Gewicht 11,78

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

maligner Rundzellentumor in Leber und angrenzendem Bauchraum mit 4 ml
Aszites mit Fibrinbeimengungen, daneben eitrige Pneumonie,
pyogranulomatdse Hepatitis und Alopezie am Riicken

Tier #21S35/17

Geschlecht mannlich

Todesdatum 5.1.2017

Alter 782 Tage

Vorbericht Euthanasie aufgrund schlechtem Allgemeinbefinden mit Schwache und
verringerter Futteraufnahme in den letzten 8 Wochen vor dem Tod

Gewicht 6g

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

maligner Rundzellentumor am Brusteingang im Mediastinum mit 150pl
Thoraxerguss, daneben Alopezie im Nacken und Riicken
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Tier #22 5840/18

Geschlecht weiblich

Todesdatum 1.6.2018

Alter 1237 Tage

Vorbericht torkelnder Gang, leicht verminderte Futteraufnahme in den letzten 2
Wochen vor dem Tod

Gewicht 9g

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

akute Stauung von Leber, Niere und Lunge

Tier #2351388/17

Geschlecht weiblich

Todesdatum 4.10.2017

Alter 997 Tage

Vorbericht mehrere Wochen vor dem Tod zwanghafte Kreisbewegungen, die sich zu
Seitwartsrollen verwandelt haben, dazu Ataxie und heftige Atmung, deshalb
Entscheidung zur Euthanasie

Gewicht 8g

Erndhrungszustand | maRig

relevante Befunde

Rundzellentumor im Bereich der Lunge

Tier #24 5326/18

Geschlecht weiblich

Todesdatum 1.3.2018

Alter 1145 Tage

Vorbericht ohne Symptome tot aufgefunden
Gewicht 78

Ernahrungszustand | gut

relevante Befunde

multifokale eitrige Hepatits mit Blutungen

Tier #255218/16

Geschlecht weiblich

Todesdatum 16.2.2016

Alter 401 Tage

Vorbericht nach Verpaarung dicken Bauch bekommen und Nestbauverhalten gezeigt,
dann tot aufgefunden

Gewicht 10g

Ernadhrungszustand | sehr gut

relevante Befunde

Perforation des Uterus mit zwei ungleich groRen Embryonen, daneben
Alopezie bilateral mediocranial der Schultern
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Tier #26 5274/19

Geschlecht weiblich

Todesdatum 20.02.2019

Alter 1141 Tage

Vorbericht Euthanasie zur Organentnahme / Aufgabe der Zucht
Gewicht 78

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

keine Auffalligkeiten

Tier #27 5385/19

Geschlecht mannlich

Todesdatum 13.3.2019

Alter 1163 Tage

Vorbericht Euthanasie aus Altersgriinden
Gewicht 78

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

Leberkarzinom, Alopezie im Bereich des Riickens

Tier #28 51675/18

Geschlecht mannlich

Todesdatum 29.11.2018

Alter 1058 Tage

Vorbericht ohne vorherige Symptome tot aufgefunden
Gewicht 6g

Erndhrungszustand | schlecht

relevante Befunde

Hepatitis, Ektoparasitenbefall

Tier #29 5384/19

Geschlecht weiblich

Todesdatum 13.3.2019

Alter 1085 Tage

Vorbericht Euthanasie aus Altersgriinden
Gewicht 78

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

keine Auffalligkeiten

Tier #30 5386/19

Geschlecht mannlich

Todesdatum 13.3.2019

Alter 1085 Tage

Vorbericht Euthanasie aus Altersgriinden
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde | Leberadenom

182




Anhang

Tier #315275/19

Geschlecht weiblich

Todesdatum 20.2.2019

Alter 1063 Tage

Vorbericht Euthanasie zur Organentnahme / Aufgabe der Zucht
Gewicht 78

Erndhrungszustand | gut

relevante Befunde

keine Auffalligkeiten

Tier #32 5502/19

Geschlecht mannlich

Todesdatum 29.3.2019

Alter 719 Tage

Vorbericht Euthanasie zur Organentnahme / Aufgabe der Zucht
Gewicht 9g

Erndhrungszustand | sehr gut

relevante Befunde

Alopezie am caudalen Nacken

Tier #33 5503/19

Geschlecht mannlich

Todesdatum 29.3.2019

Alter 719 Tage

Vorbericht Euthanasie zur Organentnahme / Aufgabe der Zucht
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | sehr gut

relevante Befunde

keine Auffalligkeiten

Tier #34 5504/19

Geschlecht weiblich

Todesdatum 29.3.2019

Alter 719 Tage

Vorbericht Euthanasie zur Organentnahme / Aufgabe der Zucht
Gewicht 8g

Erndhrungszustand | sehr gut

relevante Befunde

Alopezie im Bereich des Riickens
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Abbildung 16 — Rundzellentumor und eitrige Hepatitis bei Spitzmaus 1

A und B) weilRe speckige Neoplasie in Mediastinum und in der rechten Lunge
C und D) Lunge, maligne Neoplasie aus pleomorphen Rundzellen
E) Leber, eitrige Hepatitis mit multifokaler Infiltration von neutrophilen Granulozyten
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Abbildung 17 — Leberadenom und Lungentumor bei Spitzmaus 2

A) Leber, weibrauner Knoten am Leberhilus
B) Lunge, kleiner weier Knoten im linken Spitzenlappen
C) Leber, Leberadenom

D) Lunge, maligne Neoplasie aus epithelialen Zellen
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Abbildung 18 — Lebertumor und Pankreastumor bei Spitzmaus 3

A) Umfangsvermehrung im Bereich des Pankreas und Umfangsvermehrung in der Leber
B) Leber, weiBliche derbe Umfangsvermehrung

C - D) Leber, maligne Neoplasie aus runden zytoplasmareichen Zellen mit deutlicher Anisozytose
E) Magen und proximaler Abschnitt des Duodenums mit angrenzendem Pankreas, rot-braune
Umfangsvermehrung

F - G) Pankreas, Neoplasie aus in Inseln liegenden epithelialen Zellen
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A) Dickdarm, Invagination mit sichtbaren Schleimhautschichten im Inneren des Darmlumens
B) Dickdarm, Invagination mit starker geschadigten Schleimhautbereichen mit Nekrosen und blutigen
Darminhalt (Bild der hamorrhagischen Infarzierung)
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Abbildung 20 — Hepatitis und Pneumonie bei Spitzmaus 6

e

"
e
¥

< Wik ; : 5 B
A) Leber, Hepatitis mit multifokalen nicht-eitrigen Infiltraten und eosinophilen Einschlissen in
Hepatozyten

B) Lunge, Pneumonie mit intraalveoldren neutrophilen Granulozyten und Alveolarmakrophagen
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Abbildung 21 — Hautknoten bei Spitzmaus 7

Aund B) .Haut, Fibropapillom
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Abbildung 22 — Rundzellentumor im Thorax bei Spitzmaus 8

Maligner Rundzellentumor angrenzend an groRe thorakale GefaRe und an die Lunge
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Abbildung 23 — Mastzelltumor an der linken HintergliedmaRe bei Spitzmaus 13

A) Zustand vor der Entfernung des Tumors an der HintergliedmaRe
B) Mastzellentumor
C) Toluidinfarbung, Mastzellentumor mit metachromatischen Granula
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Abbildung 24 — Hodentumor bei Spitzmaus 15

A und B) Hoden, Leydigzelltumor
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Abbildung 25 — Lymphosarkom bei Spitzmaus 16

A und B) Milz und Leber, diffuse Infiltration der Milz und multifokale Infiltration der Leber rﬁitv
Lymphosarkomzellen

C und D) Axillarlymphknoten, Lymphosarkom

E und F) Haut, multifokale Ulzerationen infolge einer diffusen Infiltration eines epitheliotropen
Lymphosarkoms

Tumorzellen stellten sich in der Immunhistologie CD3-positiv dar, dies deutet auf ein T-Zell-Lymphom
hin
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Abbildung 26 — Leberkarzinom und Basalzelltumor bei Spitzmaus 19

A —F) Leber, hepatozelluldres Karzinom (C Schnittflachen bei fixiertem Organ)
G — H) Haut, Basalzelltumor
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Abbildung 27 — Rundzellentumor bei Spitzmaus 20

A) Milz, maligne Neoplasie aus pleomorphen Rundzellen neben der Milz

B) Niere, maligne Neoplasie aus pleomorphen Rundzellen neben der Niere

C) Lunge, Infiltration von neoplastischen pleomorphen Rundzellen

D) Bauchraum, maligne Neoplasie aus pleomorphen Rundzellen im Bauchraum

E) Lunge, eitrige Pneumonie

F) Leber, pyogranulomatdse Hepatitis mit kleinen Herden aus neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen
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Abbildung 28 — Rundzellentumor im Mediastinum bei Spitzmaus 21

A und B) weiler speckiger Knoten am Brusteingang
C) Lunge, maligner Rundzellentumor am Lungenhilus in der Ndhe der Trachea
D) Lunge, maligner Rundzellentumor
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Abbildung 29 — Rundzellentumor im Mediastinum bei Spitzmaus 23

A und B) Mediastinum, maligner Rundzellentumor aus pleomorphen Rundzellen
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Abbildung 30 — Alopezie im Bereich des Riickens

A) #2, symmetrische Alopezie im Bereich des Rickens

B) #12, vollstandige Alopezie im Bereich des caudalen Riickens

C) #2, Haut, vereinzelte nicht-eitrige Infiltrate und deutliche orthokeratotische Hyperkeratose
D) #12, Haut, moderate orthokeratotische Hyperkeratose

E) Vergleichstier #22, keine Alopezie

F) Vergleichstier #5, keine Alopezie, moderate orthokeratotische Hyperkeratose
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Markus Eickmann, Christiane Herden

Shedding of Infectious Borna Disease Virus-1 in Living Bicolored White-Toothed Shrews

PloS ONE 10(8): €0137018.d0i:10.1371/journal.pone.0137018

Artikel 2: Daniel Nobach, Christiane Herden

No evidence for European bats serving as reservoir for Borna disease virus 1 or other known
mammalian orthobornaviruses

Virology Journal (2020) 17:11

Artikel 3 (unveréffentlicht): Daniel Nobach, Manon Bourg, Guido Schemken, Sibylle Herzog, Jorge A
Encarnagdo, Markus Eickmann, Christiane Herden

Establishing a husbandry of the bicolored white-toothed shrew (Crocidura leucodon)
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Konzeption und Planung sowie Durchfiihrung der Studien, Auswertung der Resultate

und Manuskripterstellung

Daniel Nobach war in die komplette Planung der Studien einbezogen. Er ibernahm die
Kommunikation mit den Kooperationspartnern von anderen Universitaten und 6ffentlichen
Instituten und war beteiligt beim Genehmigungsprozess zur Entnahme von Wildtieren zur
wissenschaftlichen Forschung. Er organisierte eigenverantwortlich die Durchfiihrung der Wildfange
einschlieRlich Dokumentation, Standortsuche, Kommunikation mit den Besitzern der Flachen, auf
denen Fange durchgefiihrt wurden, Fallenaufbau und Kontrolle, Tierartbestimmung und
Uberpriifung der Transportfihigkeit und Transport zu Haltung. Er war an der Konzeption und
Anpassung der Haltung beteiligt, die in Zusammenarbeit mit dem Team der Tierexperimentellen
Einrichtung der Philipps-Universitat Marburg entwickelt wurde, sowie an der Organisation der Zucht.
AuBerdem Gibernahm er die Planung der verschiedenen Untersuchungen.

Daniel Nobach tibernahm die Probennahme bei den Spitzm&usen sowie die dazugehorige
Probenaufbereitung, die RNA-Isolation der Virusisolate, die Organisation der Sequenzierung mit
phylogenetischer Analyse und die Etablierung und Durchfiihrung der RT-PCR zur Analyse von
Fledermausen. Die Beurteilung der histologischen Schnitte mittels Lichtmikroskopie sowie der
immunhistologischen Schnitte der Fledermause mittels dem Antikdrper p24 sowie die komplette
immunbhistologische Untersuchung der Fledermause mit zusatzlichen Antikérpern und deren
Interpretation gehorten zu seinen Aufgaben. Er war beteiligt an der Anfertigung und Auswertung der
Immunhistologie und in-situ-Hybridisierung der Vergleichsspitzmause sowie der Beurteilung und
klinischen Untersuchung der lebenden Feldspitzm&use inklusive Wiegen der Tiere und Messung der
Futteraufnahme. Er fiihrte die postmortale Untersuchung gestorbener Feldspitzmause durch mit
Sektion und anschlieBender Beurteilung von histologischen Schnitten mittels Lichtmikroskopie sowie
die Dokumentation der erhobenen Befunde.

Daniel Nobach war fiir die Planung, Interpretation, Diskussion und Niederschrift der erzielten
Ergebnisse unter Supervision von Frau Prof. Herden verantwortlich, die er in zwei wissenschaftlichen
Artikeln in Fachzeitschriften mit Peer-Review-Prozess veroffentlichte. Er bereitete die Manuskripte
mit der Interpretation der Daten, allen Tabellen und Abbildungen sowie der Diskussion nach dem
aktuellen Stand der Wissenschaft vor. Nach dem Feedback der Ko-Autoren stellte er die fertigen
Manuskripte zusammen. Daniel Nobach reichte beide Artikel eigenstandig ein und war fir die
Revision mit den schriftlichen Stellungnahmen zustandig.

Er bereitete unter Supervision von Frau Prof. Herden das unveréffentlichte Manuskript zur Haltung
der Feldspitzmduse vor, mit Interpretation der Daten, allen Tabellen und Abbildungen sowie der
Diskussion nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft, und Giberarbeitete das Manuskript nach dem
Feedback der Ko-Autoren.

Folgende Untersuchungen wurden von Kollegen durchgefiihrt:

Virusisolation, RNA-Isolation und RT-qPCR der Tupfer, Immunhistologie, Statische Analyse,
Organisation der Proben von Fledermdusen, Organisation der taglichen Pflege der Feldspitzmause
in der Haltung
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