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Zusammenfassung

Zur Bestitigung einer TSE (transmissible spon-
giforme Enzephalopathie)-Diagnose ist eine
histopathologische Untersuchung des Zentral-
nervensystems notwendig. Typische Lisionen
sind spongiforme Verinderungen in der grauen
Substanz, intraneuronale Vakuolen in bestimm-
ten Hirnstammkernen, Gliose- und Nerven-
zell-Degeneration. Die Natur der Lisionen ist
bei den verschiedenen Tierarten sehr dhnlich.
Die Variation im Verteilungsmuster und die
Intensitit der Verinderungen ist aber unter-
schiedlich. Zuverlissiger als die Histopatholo-
gie ist der immunhistochemische Nachweis
von krankheitsspezifischem proteaseresistentem
Prion Protein (PrP5). Die sogenannten Schnell-
tests ermoglichen, PrPS¢ in unfixiertem Ge-
webe nachzuweisen und werden vor allem
fiir das Screening von Risikopopulationen und

Schlachttieren angewendet.

Schliisselworter: TSE — Diagnose — Histopatho-
logie — Immunhistochemie — BSE

Einleitung

In der Veterinirmedizin sind transmissible spongi-
forme Enzephalopathien (TSE) seit Jahrhunderten
bekannt. Ein Beispiel ist die Traberkrankheit (Scra-
pie) bei Schaf und Ziege. Die wirtschaftliche Be-
deutung der TSE hat aber seit dem Ausbruch von
boviner spongiformer Enzephalopathie (BSE) in
Grossbritannien extrem zugenommen (Wells et al.,
1987). Das Ausmass des Ausbruchs und der Um-
stand, dass der BSE-Erreger wohl in Form der
neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(vCJD) auch Menschen angesteckt hat, haben
sicherlich die TSE in den Vordergrund gertickt
(Collinge et al., 1996). Die Wissenschaft ist immer
mehr gefordert, neue Tests zu entwickeln und

existierende Tests zu verbessern.
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Diagnosis of transmissible spongiform
encephalopathies in animals

Histopathological examination of the central
nervous system is essential for the confirmation
of a TSE diagnosis. Typical lesions are spongi-
form changes of the grey matter, intraneuronal
vacuoles in particular nuclei of the brain stem,
gliosis and neuronal degeneration. The nature of
the lesions is similar between species. However,
the variation in the distribution and severity of
the changes is striking.

Even more reliable than histopathology is the
detection of disease-specific protease-resistent
prion protein (PrPS¢) using immunohistoche-
mistry.

The so-called “rapid tests” allow detection of
PrPSe in unfixed tissues and are mostly used for
the screening of risk populations and slaugh-
tered animals.

Key words: TSE — diagnosis — histopathology —
immunohistochemistry — BSE

Ausser der Histopathologie, beruhen alle zur
Verfiigung stehenden labordiagnostischen post-
mortem Tests fur TSE auf dem Nachweis des
akkumulierten proteaseresistenten Prion-Proteins
(PrP5) in spezifischen Regionen des Zentralner-
vensystems (ZNS). Diese infektiosen Proteine sind
eine abweichende Form des normalen zelluliren
Proteins (PrPC). Der Unterschied zwischen PrPS¢
und PrPC¢ liegt nicht in der Reihenfolge der
Aminosiuren, sondern in der sekundiren Kon-
formation. Aufgrund seiner Resistenz gegeniiber
enzymatischem Abbau kommt es zu einer Akku-
mulation von PrPS im Gewebe (McKinley et al.,
1983; Oesch et al., 1985; Prusiner, 1996). Metho-
den zum Nachweis von PrPS¢ sind Immunhisto-
chemie (IHC), Western blotting und ELISA.
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Neuropathologie und Immunhisto-
chemie bei TSE

Der derzeit international verwendete Goldstandard
fiir die Diagnose von TSE sind histopathologische
(HE-Firbung) und immunhistochemische Unter-
suchungen der Pridilektionsstellen im Gehirn. Auf
Grund der aufwendigen Fixation und Probenauf-
bereitung ist ein Ergebnis mit diesenVerfahren aber
nicht vor einer Woche zu erwarten. Der Vorteil
dieses Verfahrens gegeniiber den Schnelltests ist
die Moglichkeit, ein breites Spektrum von neuro-
logischen Erkrankungen nachweisen zu kénnen.

Histopathologische  Befunde. Bei allen TSE sind
normalerweise keine makroskopisch sichtbaren
Hirnverinderungen festzustellen. Der infektiose
Erreger verursacht keinerlei entziindliche Reak-
tionen. Die histologischen Lisionen sind bei den
verschiedenen Spezies sehr dhnlich. Unterschiede
gibt es bei dem Verteilungsmuster der Lisionen
oder in der Intensitit der Verinderungen. Die
typischen (aber nicht obligatorischen) Befunde
sind spongiforme Veranderungen in der grauen
Substanz, Vorhandensein von intraneuronalen
Vakuolen, Nervenzell-Degeneration und Gliose
(Summers et al., 1995; Hadlow, 1999). Die Vakuo-
lisierung in der grauen Substanz (auch als Neuro-
pil bezeichnet) ist immer bilateral und hiufig
symmetrisch. Sie ist fiir das «chwammartige»
oder «spongiforme» Aussehen des Gewebes verant-
wortlich (Abb.1 und 2). Die Vakuolen sind gut
begrenzt und immer optisch leer. Artefakte in-
folge von Autolyse oder ungentigender Fixation
konnen spongiforme Verinderungen verursachen,
die eine Ahnlichkeit zu echter TSE-bedingter
Vakuolisierung zeigen. Deshalb sind eine gute
Fixation und sorgfiltige histologische Techniken
essentiell fiir eine korrekte TSE-Untersuchung.
Intraneuronale Vakuolen, wenn vorhanden, sind

einfach zu identifizieren (Abb.3). Sie konnen ver-

schieden gross sein, einzeln oder multipel auf-
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Abbildung 2: Rind mit BSE, Obex-Region, Medulla oblongata, N. tractus
solitarius: spongiforme Verdnderungen im Neuropil (HE-Firbung).

treten, und enthalten in wenigen Fillen geringe
Mengen eines bis jetzt unidentifizierten amor-
phen Materials. Nicht selten sind jedoch unspezi-
fische intraneuronale Vakuolen als Zufallsbefund
in gewissen Kerngebieten bei gesunden Tieren
oder bei Tieren mit anderen Krankheiten zu
sehen. Eine typische Lokalisation bei Rindern ist
der Nucleus ruber im Mittelhirn (Guarda und
Fatzer, 1995).

Das Vorhandensein von degenerierenden oder
nekrotischen Nervenzellen hingt vor allem von der
Dauer der Krankheit ab. Deshalb ist dieser Aspekt
der Verinderungen bei Menschen ausgeprigter als
bei Tieren, die normalerweise in fritheren Stadien
der Erkrankung euthanasiert werden. Die Inten-
sitit der Reaktion der Gliazellen, meistens Astro-
zyten, kann je nach Spezies stark variieren. Bei
BSE ist im Gegensatz zu Schaf-Scrapie die Astro-
gliose (Astrozytenhypertrophie) generell nicht aus-
geprigt. Gewisse Autoren betrachten die Gliose bei
TSE nicht als eine reaktive Verinderung, sondern
als eine primire Lision (Georgson et al., 1993).
Immunhistochemie (IHC). Ein typisches Merkmal

der TSE ist die Anhiufung von proteaseresistentem

Prion-Protein (PrPS), auch als «scrapie-associated

Abbildung 3: Rind mit BSE, Hirnstamm: intraneuronale Vakuolen im
N. vestibularis lateralis (HE-Firbung).

Abbildung 1: Gesundes Rind, Obex-Region, Medulla oblongata: keine
spongiforme Verinderungen (HE-Firbung).
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Abbildung 4: Rind mit BSE, Obex-Region, Medulla oblongata:
immunhistochemische Darstellung von akkumuliertem PrPSe.

fibrils» (SAFs) bezeichnet. Diese SAFs konnen
isoliert und mittels Elektronenmikroskopie unter-
sucht werden. Diese Methoden sind aber fiir eine
Routine-Diagnostik nicht geeignet (Hope et al.,
1988). Bei gewissen Formen von TSE bilden SAFs
dichte Aggregate («Plaques»), welche die physika-
lischen Eigenschaften von Amyloid haben und
deshalb mit Spezialfirbung (Kongo Rot) nachge-
wiesen werden konnen. Diese Plaques kommen
bei BSE und Scrapie aber sehr selten vor (Wells et
al.; 1991; Hadlow, 1999).

Die Immunbhistochemie (Abb. 4 und 5) erlaubt den
Nachweis von PrPS¢ in gewohnlichem Formalin-
fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe (Graber
et al., 1995). Heutzutage sind mehrere polyklonale
oder monoklonale Antikdrper erhiltlich, die spezi-
fisch PrP erkennen. Diese Antikorper erkennen
ein oder mehrere Epitope des normalen zelluliren
PrP (PrP€). Deshalb ist eine Vorbehandlung mit
Protease notwendig, um das normale PrP¢ zu eli-
minieren. Das proteaseresistente PrPS¢ erscheint
dann als fibrillires und granulires Material in
Neuropil, zwischen Nervenzellen und entlang der
Axone («Perlenschnur») und kann dann mikros-
kopisch erkannt werden (Abb. 5). Die IHC ist eine

histochemische Darstellung von akkumuliertem PrP entlang der Axone.

empfindlichere Methode als die Histopathologie,
da zumindest bei experimenteller BSE, PrPsc
immunhistochemisch  frither als spongiforme
Verinderungen nachgewiesen werden konnen

(Wells et al., 1998).

Besonderheiten von einigen TSE bei
Tieren

Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE)

Bei BSE sind die histologischen Befunde zwischen
einzelnen Tieren ziemlich konstant (Wells et al.,
1989). Pridilektionsstellen flir spongiforme Ver-
inderungen befinden sich bei BSE im Hirnstamm,
besonders in der Obex-Region (Medulla oblon-
gata). Regelmissig betroffen sind der Nucleus
tractus solitarii, der Nucleus des Tractus spinalis des
Trigeminus und die unteren Olivenkerne. Intra-
neuronale Vakuolen sind am hiufigsten im N. vagus
dorsalis, im N. vestibularis lateralis und in der For-
matio reticularis zu finden. In einer Studie wurde
bei mehr als 57% von BSE-positiven Tieren eine
Nervenzell-Degeneration festgestellt. Interessant
ist die Beobachtung, dass es keine positive Korre-
lation zwischen dem Ausmass der degenerativen
Verinderungen und Akkumulation von PrPS¢ gibt
(Fatzer et al., 1995). Wie schon erwihnt, ist die
Gliose bei BSE-erkrankten Rindern generell nicht
charakteristisch. Amyloid-Plaques sind extrem
selten festzustellen (Wells et al., 1991). Immun-
histochemisch nachweisbare PrPSc-Akkumulatio-
nen sind wie flir spongiforme Verinderungen
hauptsichlich im Neuropil der Medulla oblongata
zu sehen. Da das neuropathologische Verteilungs-
muster bei BSE-Rindern ziemlich uniform bleibt,
ist die postmortem Untersuchung an einem
Schnitt in Héhe der Medulla oblongata norma-
lerweise ausreichend, um eine BSE-Diagnose zu

stellen.

Scrapie (Traberkrankheit)

Bei der Schaf-Scrapie hat die Rasse des Tieres, im
Gegensatz zu BSE, einen Einfluss auf die neuro-
pathologischen Befunde (Summers et al., 1995).
Bei Scrapie sind mehrere verschiedene Prionen-
stamme bekannt. Im Allgemeinen sind Verteilung
und Ausdehnung der ZNS-Lisionen von Prio-
nenstamm und Genotyp der Tiere abhingig
(Goldmann et al., 1994; Billinis et al., 2002). Spon-
giforme Verinderungen sind am hiufigsten im
Thalamus und in den Stammkernen zu finden,
das heisst mehr rostral als bei BSE. Nervenzell-
Degeneration und Gliose sind meistens ausgepragt,
im Gegensatz zu Amyloid-Plaques, die selten vor-
kommen (Zlotnic, 1962).
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Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE)

FSE wurde erstmals 1990 in England beschrieben
(Wyatt et al., 1990). In der Schweiz wurde bisher
ein FSE-Fall im Jahr 2001 diagnostiziert (Demierre
et al.,2002). Obwohl die biologischen Eigenschaf-
ten des FSE-Erregers identisch mit dem BSE-
Erreger sind, zeigen sich die histopathologischen
Befunde ausgedehnter als bei BSE und kénnen
sich cranial bis zur Grosshirnrinde erstrecken. Pri-
dilektionsstellen der spongiformen Verinderungen
befinden sich im Thalamus (besonders N. genicula-
tum medialis) und in den Stammkernen (Ryder et
al.,2001). Beim schweizerischen FSE-Fall war eine
deutliche Gliose in der veranderten grauen Subs-

tanz festzustellen.

Chronic wasting disease (CWD)

Verteilungsmuster und Grad der ZNS-Lisionen
bei CWD sind denen bei Scrapie und BSE sehr
dhnlich (Williams und Young, 1993). Eine Be-
sonderheit von CWD ist das Vorhandensein von
sogenannten «florid plaques», vor allem in der
Medulla oblongata und in den Stammkernen.
Diese Plaques bestehen aus Amyloidablagerungen
mit darum herum liegenden spongiformen Va-
kuolen und sind auch ein typisches Merkmal der
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim
Menschen (Will et al., 1996; Liberski et al., 2001).

Schnelltests

Die definitive Diagnose fiir BSE in der Schweiz
stiitzt sich derzeit auf Resultate der immunhisto-
chemischen Untersuchung. Da dieses Verfahren
jedoch zwischen ein und zwei Wochen dauert,
wird als erster Schritt ein Schnelltest durchgefiihrt
(Abb. 6). Mit Western Blot («Prionics Check») oder

2P LG 2 P

ELISA («Platelia», Bio-Rad) kann man ein erstes,
vorliufiges Resultat in einem Tag erhalten (Schal-
ler et al., 1999). Diese Schnelltests werden zur Zeit
europaweit flir das Screening von Risikopopula-
tionen und Schlachttieren angewendet. Ist der Test
positiv, muss dieses Resultat vom Referenzlabor
(NeuroCenter) mittels Histopathologie und IHC
bestitigt werden. Die Schnelltests sind aber, wie
schon angesprochen, fiir die Diagnose von neuro-
logischen Krankheiten, die als Differentialdiagnose
fiir BSE in Frage kommen wiirden, unbrauchbar
(Heim et al., 1997). Um dennoch einen Uberblick
tiber das Vorkommen anderer neurologischer Er-
krankungen beim Rind zu bekommen, muss der
ganze Kopf von klinischen BSE-Verdachtsfillen
zur Abklirung direkt an das NeuroCenter ge-
schickt werden. Eine Hilfte des Hirns wird hier
sofort in Formalin gelegt, die andere Halfte wird
nach der Entnahme von einem Stiick Hirnstamm
(Obexregion) eingefroren, um mit diesem Stiick
mittels ELISA ein weiteres provisorisches Ergebnis
zu erhalten. Unabhingig vom Resultat wird das
Formalin-fixierte Gewebe weiter fiir Histologie
und IHC bearbeitet.

Bis jetzt sind Schnelltests nur beim Rind offiziell

validiert.

Schlussfolgerungen

Leider existieren bei BSE noch keine diagnos-
tischen Moglichkeiten fur ante mortem Unter-
suchungen, um eine klinische BSE-Diagnose zu
bestitigen oder um subklinische Fille auffinden
zu konnen. Eine zusitzliche Schwierigkeit bei der
TSE Diagnostik ist die lange Inkubationszeit der
Krankheit und die Tatsache, dass die Menge von
akkumuliertem PrPS¢ erst ungefihr 6 Monate vor
dem Erscheinen der klinischen Symptome iiber
die Detektionsschwelle steigt. Bei Scrapie ist es aber
denkbar, fiir die Routine-Diagnostik einen ante
mortem Test zu etablieren, da sich PrPS¢ bei dieser
Krankheit auch ausserhalb des ZNS akkumuliert,
niamlich in lymphoiden Organen, wie z.B. Milz,
Lymphknoten und Tonsillen (van Keulen et al.,
1996). Eine BSE-Infektion kann durch eine intra-
zerebrale oder intraperitoneale Inokulation von
Miusen mit ZNS-Gewebe von einem BSE-er-
krankten Rind nachgewiesen werden (Fraser und
Foster, 1994). Eine Ubertragung von BSE durch
Verflittern von infiziertem Material auf Miuse
ist auch moglich (Barlow und Middleton, 1990),
doch wegen der langen Inkubationszeit (> 292

-

Abbildung 6: Western blot. Nachweis von proteaseresistentem PrPS
bei einem positiven Rind. Proben werden immer doppelt getestet. M,
Marker; neg, BSE negativ.

Tage) fur die Routine-Diagnostik jedoch nicht
geeignet. Der Bedarf fiir empfindliche und zuver-
lissige BSE-Tests, die am lebenden Tier durch-
geflihrt werden konnen, ist sehr hoch. Darum
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wurde versucht, verschiedene Marker der Krank-
heit im Liquor cerebrospinalis, im Blut oder im
Urin nachzuweisen (Jackman und Everest, 1994;

Robey et al, 1998; Green et al., 1999; Riond et
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