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SAMMANFATTNING

Det saknas idag metoder for att med sakerhet faststalla diagnosen Bornasjuka intra vitum. For
att fa en sa saker diagnos som mojligt kravs fortfarande histopatologiska beldgg och
pavisande av virus i material fran centrala nervsystemet, vilket ej kan tas fran levande djur.
Trots det finns det en risk att det intracellulara viruset undgar detektion da infekterade celler
ej ar jamt fordelade i hjarnan. De kliniska symtomen &r specifika enbart for infektion i
centrala nervsystemet och inte for Bornasjuka. Att forlita sig pa antikroppar ar osakert pa
grund av lag titer som kan gora testen mindre tillforlitliga. Hos hast &r det dven vanligt att
djuren trots pavisade antikroppar i serum aldrig utvecklar nagra andra symtom. Risken med
PCR dr kontaminering som kan ge falska positiva resultat, samt falerande primers. En annan
fara ar nya stammar av viruset som avviker i den sekvens som primrarna &r riktade mot och
darigenom kan undgéa upptackt. PCR kan anvandas pa perifert blod, men det ar en oséker
metod som inte kan rekommenderas i diagnostiskt syfte. Battre ar att ta prover fran hjarnan.

SUMMARY

Until this date there is a lack of reliable methods available for the diagnosis of Borna disease
intra vitum. Histopathological evidence still seems to be the best way to confirm presence of
the virus, although the neurological material needed cannot be obtained from living animals.
However, there is a risk of the virus escaping detection as infected cells are not
homogeneously distributed throughout the brain. Clinical symptoms associated with Borna
disease are specific only for an infection of the central nervous system and not for the virus in
particular. Detection of antibodies is unreliable because of low titers. Furthermore it is
common in horses tested positive for antibodies that they never display any further symptoms.
With sensitive methods such as PCR there is a risk of contamination or failing primers. New
subtypes of the virus might avoid detection because of mutation in the sequence targeted by
the primers. PCR can be used on peripheral blood, but using brain material is more accurate.

INLEDNING

Bornasjuka orsakas av ett virus som forst upptacktes i narheten av staden Borna i Tyskland.
Huvudsakligen férekommer sjukdomen pa hast och far i vissa delar av Tyskland men viruset
har &ven isolerats hos manga andra varmblodiga arter, inklusive manniska, apor, getter, hund
och katt. Infektionen kan vara subklinisk eller leda till neurologiska anomalier och dod
(Staeheli et al 2000, Dauphin et al 2002). Det har &ven gjorts studier pa manniska som
indikerar att det kan finnas ett samband mellan Bornavirus och psykisk sjukdom (Yamaguchi
et al 1999, Richt et al 1997).

Bornavirus (BDV) har ett genom som utgdrs av osegmenterat enkelstrangat RNA.
Replikationen sker i cellkdrnan hos infekterade nervceller och det &r dven dar det mesta
antigenet kan patraffas (Cubitt & de la Torre 1994, Gosztonyi & Ludwig 1984). BDV ér strikt
neurotropiskt, icke cytolytiskt och replikerar langsamt. Gensekvensen &r mycket stabil 6ver
tiden (Dauphin et al 2002).



Genomet har 6 open reading frames (ORFs) och delas in i tre transkriptionsenheter. Den
forsta kodar for nukleoproteinet N (p40 eller p38), den andra for proteinet X samt
fosfoproteinet P (p24) som &r en co-factor till enzymet polymeras. Den tredje
transkriptionsenheten kodar for matrixprotein M, membranproteinet GP och RNA-polymeras
L (Dauphin et al 2002). Benamningarna p24 och p40 har tillkommit pa grund av
molekylernas storlekar i kDa och i litteraturen syftar dessa bendmningar oftast pa
nukleotidsekvenserna och inte proteinerna de kodar for. Just p24 och p40 anvands ofta som
malsekvenser vid detektion av antigen fran BDV pa grund av att de & mycket oférandrade
mellan olika virusstammar. Dessa mMRNA-sekvenser uttrycks aven i relativt hoga nivaer i
infekterade celler, vilket gor dem lattare att pavisa an andra (Schneider et al 1994). I vissa
studier anvéndes dven pl4 som kodar for matrixproteinet M (Katz et al 1998).

Detta intracellulara virus har lange varit kant. Det isolerades forsta gangen 1929
((Zimmermann et al 1994), men sjukdomen har man kant till sedan langt tidigare. Men hur
diagnostiserar man egentligen ett virus som forokar sig i cellkdrnorna i centrala nervsystemets
neuroner och som dessutom replikerar mycket langsamt? Det var fragan jag stallde mig nar
jag for forsta gangen kom i kontakt med detta mycket intressanta virus. Denna studie kommer
darfor att diskutera de olika metoder som finns tillgangliga och fér och nackdelar med dessa.

MATERIAL OCH METODER

En sdkning i webb of knowledge med sdkorden Topic=(borna OR bornaviridae) AND
Topic=((horse* OR equine OR mare* OR stalion*)) AND Topic=(disease OR virus OR
infection) AND Topic=(diagnos* OR diagnostic* OR treatment OR treated) AND
Topic=(MEthod*) gav efter begransning till engelska 72 traffar. Darefter anvandes
referenslistorna i bland annat de reviewartiklar som aterfanns i den forsta s6kningen for att
hitta relevanta studier. Ett mycket stort antal artiklar fanns tillgangligt, men pa grund av
tidsbrist och restriktioner vad galler arbetets storlek kunde Iangt ifran alla behandlas i denna
litteraturstudie.

LITTERATUROVERSIKT

Klinisk bild

Kliniska tecken hos naturligt eller experimentellt infekterade djur varierar med djurslag och
virusstam. Inkubationstiden kan vara fran 2 veckor till nagra manader (Dauphin et al 2002).
Hos héstar verkar BDV ge subklinisk infektion i de flesta fallen eftersom BDV-specifika
antikroppar frekvent detekteras hos kliniskt friska hastar (Richt et al 1997). Det har &ven
forekommit att seropositiva hastar funnits vara negativa for BDV da viruset inte gatt att
pavisa pa nagot annat satt, trots att de uppvisat symtom som anses klassiska for Bornasjuka
(Heden et al 1999).



Vid klinisk sjukdom uppvisar hastarna en rad olika symtom, framst beteendestérningar, apati
och problem med rorelseapparaten. Vanligen ses forst inkoordination f6ljt av paralys och dod.
Dessa symtom ar inte specifika for just Bornasjuka, utan uppkommer generellt hos djur dar
mikroorganismer invaderat CNS. (Staeheli et al 2000, Narayan et al 1983, Zimmermann et al
1994)

Under sjukdomens initiala fas ses ospecifika symtom som hypertermi, anorexi, kolik och
forstoppning. Under akutfasen ger meningoencephaliten upphov till neurala symtom. Dessa
kan yttra sig som ataxi, onormala kroppsstallningar, proprioseptiv dysfunktion (forlust av
kroppens formaga att orientera sig utan visuella ledtradar) samt repetitiva rorelser som
bruxism (tandgnissling), trismus (oférmaga att oppna munnen), strabismus (vindogdhet),
nystagmus (ofrivilliga ryckningar 6gonen) och myosis (kontraktion av pupillen). Héstarna kan
aven reagera onormalt pa yttre stimuli, tillexempel med hyperexcitation, aggression, letargi,
dasighet och nedsatt svar pa stimuli som berdring och smarta (Dauphin et al 2002).

I sjukdomens slutfas kan paralys uppkomma, eventuellt foljt av kramper. Ofta pressar
hastarna sitt huvud tillexempel mot vdggar och andra ytor utan synbar anledning. Detta tros
bero pa forhojt tryck av cerebrospinalvatskan till foljd av den inflammatoriska processen i
CNS. Ofta lagger sig hastarna ned. DAden intrader ofta efter en till tre veckor efter att djuren
borjat uppvisa neurologiska symtom och dddligheten hos héstar med klinisk infektion &r hog.
Hos djur som 6verlevt akutfasen kan de kroniskt infekterade djuren drabbas av aterfall under
resten av livet. Dessa aterfall kan ta sig uttryck som depression, apati, dasighet och skygghet,
ofta efter att djuret utsatts for stress. Hos vissa arter har det férekommit att djur varit
infekterade hela sin livslangd utan att ndgonsin visa symtom (Dauphin et al 2002).

Ibland ses ett plotsligt utbrott av pyrexi precis innan djuren borjar uppvisa neurologiska
symtom. | en studie av Katz et al fran 1998 infekterades 3 ponnyer med bornavirus och tva av
tre uppvisade feber omedelbart innan tecken pa neurologisk dysfunktion uppkom. Under de
foljande 3-16 dagarna uppvisade alla tre djuren symtom som ataxi och cirkelgang, hastarna
intog onaturliga kroppsstéllningar, de lutade huvud och nacke, drabbades av
muskelryckningar och pa vissa hudytor utvecklade de 6kad kanslighet for sensoriska stimuli
sasom smarta och berdring. Alla tre ponnyer verkade aven omedvetna om omgivningen och
upprepade motoriska beteenden som att smacka med lapparna och nicka med huvudet. Tva av
forsoksdjuren avlivades da de 72 timmar efter att ha borjat uppvisa neurologiska symtom blev
liggande utan att kunna resa sig eller déende. Den tredje ponnyns tillstand stabiliserades och
atergick till sa gott som normal under ca 2 veckor. Efter denna tid blev den gradvis aggressiv
och hyperaktiv och avlivades sedan.

Skadorna som orsakar uppkomsten av kliniska symtom anses uppsta till foljd av samverkan
mellan virusreplikation och vérdens immunsvar enligt experimentella forsok pa
immunsuppremerade respektive friska rattor (Staeheli et al 2000, Richt et al 1997,
Vahlenkamp et al 2000, Dauphin et al 2002).



Serologi

Diagnos in vivo stalls vanligen genom att pavisa BDV-specifika antikroppar (Vahlenkamp et
al 2000). Antikroppar med specificitet for BDV kan pavisas i sera eller cerebrospinalvétska
(CSV) med hjélp av metoder som indirect immunoflourescens assay (IFA) Och enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (Yamaguchi et al 1999, Herden et al 1999, Staeheli et
al 2000).

Antikroppar férekommer vanligen i Iag titer i bade serum och CSV. | ett forsok av Narayan et
al. 1983 visade sig antikroppstitern i CSV vaar 4-8ggr lagre &n i serum, vilket gor det svarare
att detektera dem. Antikroppar brukar kunna pavisas under sjukdomens akutfas, men det ar
mycket svart att upptacka dem hos djur med subakut eller kronisk sjukdom (Dauphin et al
2002). | litteraturen rader delade meningar om vilken metod for detektion av antikroppar som
ar mest tillforlitlig av ELISA, IFA och blotting.

Vid blotting forsoker man att visualisera en viss makromolekyl i en komplex blandning.
Molekylerna separeras forst med gelelektrofores. Darefter tillsatter man en markér som
markts med enzymer eller radioaktivitet och som kan binda till malmolekylen. Det finns olika
sorters blotting som &r riktade mot olika typer av molekyler. Med Southern blotting vill man
till exempel pavisa DNA, medan man med western blotting soker ett visst protein. Southern
blotting &r uppkallat efter sin skapare Edward Southern och de 6vriga metoderna ar
uppkallade western, northern och eastern blotting som en anspelning pa hans namn (Protocol
online)

Tabell 1. Resultat av serologisk analys av tre ponnyer med ELISA, Immunoflourescens och western
blotting, data fran Katz et al 1998

Ponny nr Immunoflourescens  ELISA Western blotting

1 Svagt positiv Negativ Reagerade med p14 och p24

2 Svagt positiv Svagt positiv Reagerade med p14 och p24

3 Positiv Positiv Reagerade med p14, p24 och p38-40

| Katzs et al forsok fran 1998 pekade resultatet pa att immunoflourescens och western blotting
ar kénsligare metoder &n ELISA vid detektion av antikroppar. | studien anvandes tre ponnyer
som innan forsoket var seronegativa i upprepade tester med ELISA, indirect
immunoflourecsens (IF) och western blotting (immunoblot). D& ponnyerna avlivades efter
sjukdomens akutfas var den forsta svagt positiv med IF och western blotting, men var negativ
for ELISA. Den andra ponnyn var marginellt positiv for IF och ELISA samt positiv for
western blot. Den tredje ponnyn som inockulerats med den Il4gsta infektionsdosen
serokonverterade samtidigt som de andra tva, men aterhamtade sig sedan fran de neurologiska
symtomen. Under konvalescensen steg antikroppstitern stadigt. For IF nadde den 1:12,000 vid



studiens slut (ponnyn avlivades) och 1:5,120 for ELISA. Aven den sista ponnyn var positiv
med western blotting (se tabell 1).

I en annan studie gjordes forsok att detektera antikroppar hos experimentellt infekterade rattor
vid olika stadier av sjukdomen med ELISA, IFA och western blot. Resultatet utpekade ELISA
som den kansligaste metoden da endast den lyckades detektera antikroppar hos djuren i
sjukdomens initiala skede, innan de forsta symtomen brét ut (Briese et al 1995). Dessa tva
studier ar exempel pa de motstridiga resultat som beskrivs i litteraturen vad galler
kansligheten hos metoder for detektion av antikroppar mot BDV. En av orsakerna kan vara
den vanligen laga antikroppstitern. En annan mdjlig forklaring till de varierande resultaten
kan vara skillnader i sensitivitet pa de olika cellsystemen i laboratorer dér forséken utférdes
enligt Staeheli et al 2000.

Nackdelarna med IFA som diagnostiskt verktyg ar att det inte framgar vilka virala proteiner
som orsakat immunoreaktiviteten. Enliget Briese et als studie fran 1995 ar IFA dessutom
mindre kanslig for 1aga titrar ar ELISA, vilket gjorde att man inte kunde detektera infektion
hos rattorna innan de kom in i sjukdomens akutfas. Nackdel med WB r att det ar en dyr och
tidskravande metod dven om den é&r relativt palitlig och specifik. Den lampar sig darfor inte
for serologisk screening i stor skala (Yamaguchi et al 1999). ELISA &r som metod billig och
snabb och fungerar darfor battre att anvanda i storskaliga studier. Medan IFA och western blot
kan ta 2 dagar att slutféra hinner man med ELISA pa nagra timmar analysera hundratals
serumprov med minimal utrustning (Briese et al 1995).

Infor studien som gjordes av Katz et al 1998 testads ponnyer serologiskt for att finna tre
individer som kunde anses fria frdn smitta. Av 12 arsgamla synbart friska ponnyer som
testades med immunoblot reagerade sera fran 4 ponnyer med antigenet p24. Ponnyerna hade
varken kliniska tecken pa eller historik av BDV och borde darfor inte utsatts for smitta. Att
dessa djur skulle vara positiva for antikroppar var mycket ovantat. En mojlighet ar att
antigenic mimicry orsakade falska positiva resultat. Om sa ar fallet skulle det ytterligare
kunna forsvara serologisk diagnostik.

Histopatologi

Pa hast forknippas Bornavirusinfektion med nonpurulent meningoencephalit i den gra
substansen med perivaskuléra infiltrat av mononukleédra celler (cuffing). | vissa fall ses i
samband med inflammationen se en Okning av antalet astrocyter (Herden et al 1999,
Gosztonyi & Ludwig 1984, Narayan et al 1983, Katz et al 1998). Bornavirus pavisas i storst
mangd och mest frekvent i prover fran hippocampus, bulbus olfactorius, delar av hjarnbarken
och thalamus samt hypothalamus. | cerebellum ar vanligen inflammationen mindre uttalad
eller helt franvarande (Zimmermann et al 1994, Herden et al 1999, Staeheli et al 2000,
Gosztonyi & Ludwig 1984, Narayan et al 1983).

En annan indikation &r de patognomona Joest-Degen inklusionskroppar i karnan pa
infekterade neuron (Gosztonyi & Ludwig 1984, Staeheli et al 2000, Katz et al 1998). De
aterfinns  foretradesvis i hippocampus hos hast. Immunohistologiska analyser av
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paraffinbehandlade hjarnsektioner men antikroppar mot de tva huvudsakliga antigenen p40
och p24 har visat att de infekterade cellerna ar osymmetriskt utspridda 6ver parenchymet. Hos
vissa djur med tydliga neurologiska symtom har endast ett mycket litet antal infekterade celler
gatt att pavisa, vilket indikerar att det finns en risk att viruset kan undga detektion med denna
metod (Staeheli et al 2000).

For att Oka sensitiviteten vid mikroskopering kan &ar det mgjligt att anvédnda mérkta
monoklonala antikroppar (immunohistokemi) pavisa forekomsten av vissa virala proteiner i
nukleus — ofta p24 och p40 (Herden et al 1999, Staeheli et al 2000, Dauphin et al 2002).
Denna metod forlitar sig pa ett valbevarat genom med mycket sma forandringar i strukturen
hos malproteinet. Trots att virus isolerats fran provmaterialet har det forekommit fall dar
malproteinet (p40) inte gatt att detektera med immunohistokemi. Nar istallet polyklonalt
BDV-specifikt antisera anvandes var det mojligt att pavisa antigenet, vilket indikerar att det
finns BDV-varianter med variationer i antigenuttrycket (Herden et al 1999). Detta innebar att
konfirmering av diagnosen med immunohistokemi blir mer osaker (Staeheli et al 2000).

For att tydligt skilja bornasjuka fran andra infektioner i CNS bor virusforekomst pavisas,
tillexempel genom infektivitetstest (Staeheli et al 2000).

Pavisande av antigen

Sedan de la Torre och Cubitt 1994 fastslog att genomet bestar av negativt ssSRNA har det varit
mojligt att anvénda sig av Reversed-Transkriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for
att pavisa nukleinsyra fran bornavirus i vavnadsprover (Cubitt & de la Torre 1994). Tekniken
kan anvandas pa prover fran bade blod och hjarna (Dauphin et al 2002). Vavnadsproverna kan
vara farska, men det gar dven att anvanda bevarade vavnader som fixerats med formalin och
baddats in i paraffin (Sorg & Metzler 1995). Eftersom viruset utséndras daligt &r det inte
tillforlitligt att ta prover fran tillexempel tarvétska och nossekret (Rich et al 1993).

| forsok pa moss, rattor och manniska har p40-RNA isolerats ur perifert blod (Vahlenkamp et
al 2000). Vid PCR av blod ar malet att detektera virus i PBMC (peripheral blood mononuclear
cells), men det &r en osaker metod. Det har visat sig att den virala belastningen i blodet inte
speglar halterna av virus i hjarnan vilket kan ge en missvisande bild (Sauder & de la Torre
1997, Vahlenkamp et al 2000).

Pa grund av bristande precision i de virala RNA-beroende RNApolymerasen har de flesta
ssRNA-virus en divergens i nukleotidsekvensen som motsvarar 10° till 10* fér varje site och
replikationsomgang (Hatalski et al 1997). Bornavirus ar daremot kant for att vara mycket
stabilt. Sedan det forst isolerades 1929 tycks det inte genomgatt stora forandringar.
Jamforelser med “nyligen” isolerade stammar har visat mycket sma skillnader de kodande
sekvenserna p40 och p24 (<5% skillnad i nukleotidsekvensen och <3% i aminosyrasekvens)
(Schneider et al 1994, Richt et al 1997, Nowotny et al 2000). For att PCR ska vara effektivt
kravs stabilt genom sa att de primers man anvander passar for alla olika virusstammar. Risken
ar att om nya subtyper dyker upp som &r muterade i just de sekvenser som anvands som
primers (vanligen i p40 och p24) kan dessa virus undga detektion genom PCR (Staeheli et al

6



2000). Sa var fallet med en stam som isolerades frn en ponny i Osterrike och beskrevs av
Nowotny et al 1998. Denna stam kunde inte detekteras med de pa rutin anvanda primers som
vanligen ger resultat. Forst nar de daligt matchande primrarna byttes ut blev svaret positivt.
Vid jamfoérande mot de vanliga referensstammarna V (isolerat fran hast 1929) och He/80
(isolerat fran hast 1980) skilde sig genomet med mer &n 15% i nukleotidsekvensen.

Aven med en kanslig metod som RT-PCR &r det méjligt att undgé att detektera virus hos en
bevisligen infekterad individ (Herden et al 1999). For att oka specificiteten kan nukleinsyran
amplifieras ytterligare med hjalp av en andra omgang primers, sa kallad RT-nested PCR. Med
Southern blot som underlattar detektionen av den amplifierade nukleinsyran ar det méjligt 6ka
sensitiviteten upp till 100 ganger jamfort med vanligt RT-PCR (Zimmermann et al 1994 och
Sauder & de la Torre 1998). Enligt en studie av Mizutani et al fran 1999 &r den lagsta
detektionsgransen for nested RT-PCR 10 kopior av RNA i ett prov. Mest antigen patraffas i
hippocampus och bulbus olfactorius, varfor provtagning bor ske fran dessa omraden
(Zimmermann et al 1994).

Jamfort med andra ar PCR en kénslig metod for att pavisa virus. | ett experiment som utfordes
av Zimmermann et al 1994 pavisades nukleinsyra fran bornavirus med RT-nested PCR i
material fran alla de hjarnor (fran hastar, far och asnor som uppvisat klassiska tecken pa
infektion av bornavirus) som ingick i forsoket. Dock var det bara mgjligt i ca 30% av dessa att
pavisa infektiost virus eller antikroppar med hjalp Av IFA. Risken med RT-PCR och sérskilt
nested RT-PCR ér felaktiga resultat pa grund av fallerande primers eller korskontaminering
(Hatalski et al 1997). Med flera amplifieringssteg 6kar risken for kontamination. En risk kan
vara hanteringen da den forsta PCR-produkten éverrfors till den andra PCR-l6sningen. Det &r
darfor onskvart att finna en modell som é&r lika kanslig som nested RT-PCR, men som gar att
utfora i ett enda steg: sa kallad single-step RT-PCR (Mizutani et al 1999).

Syntetiskt BDV-RNA har tagits fram for att 6ka sakerheten vid RT-nested PCR och undvika
anvandningen av en BDV-positiv kontroll som ger 6kad kontamineringsrisk. Dessa molekyler
(p40INS) ar nastan identiskt med den naturliga nukleotidsekvensen (p40) som anvands som
malsekvens vid RT-PCR och amplifieras darfor av samma primers. Skillnaden &ar 56
nukleotider som tillforts mitt i sekvensen, vilket gor den storre och darfor mojlig att skilja fran
den naturliga p40 via gelelektrofores. Genom att anvanda sig av p40INS &r det mojligt att
utvardera kansligheten i testet utan att 6ka risken for falska positiva resultat fran den positiva
kontrollen (Sauder & de la Torre 1997, Dauphin et al 2002).

Infektivitetstest

Vid infektivitetstest eller inockulering visas att det virus som finns i misstankt smittat material
ar kapabelt till att infektera andra djur. Detta sker genom att 6verféra materialet till mottagliga
celler, tillexempel Feotal Rabbit Brain cells, Veroceller (njurceller fran apa), eller MDCK
(njurceller fran hund). Metoden ar dock inte helt tillforlitligt - ibland misslyckas testet aven
om diagnosen har stallts med hjalp av histopatologiska och immunohistologiska fynd
(Dauphin et al 2002, Herden et al 1999, Staeheli et al 2000).



Klassiska metoder for att isolera virus ar inte tillrackligt kansliga pa grund av den laga
forekomsten av virala partiklar (Dauphin et al 2002). Eftersom det ar sa svart att pavisa
infektiost virus anses det oftast tillrackligt att pavisa virusspecifika antikroppar eller antigen
(Richt et al 1993).

DISKUSSION

BDV ér inte latt att diagnosticera intra vitum eftersom viruset gémmer sig i hjarnans
neuroner, det utsondras inte i stor utstrackning och ger inte upphov till hdga antikroppstitrar.
Diagnostiken &r en kanslig balansgang mellan sakerhet och sensitivitet. Det som énskas ar en
metod som inte riskerar att missa BDV (tillexempel serologi eller kliniska symtom), samtidigt
som den inte riskerar att ge falska positiva svar pa grund av att sensitiviteten ar sa hog att
kontaminationsrisken Okar (tillexempel PCR).

Det finns for- och nackdelar med alla de metoder som idag finns tillgangliga. Testernas
kanslighet kan 6kas genom metoder som Southern blotting och immunhistokemi, men utfallen
ar anda osékra. Ingen metod finns som med narmast 100% sakerhet kan avgora om en individ
ar infekterad av BDV eller inte. Med histopatologi finns risken att virus missas, trots att det
faktiskt finns dér (falska negativa svar) och med kansliga metoder som PCR finns risken for
falska positiva resultat. Med histopatlogi ar det mojligt att verkligen kan se viruset i
parenchymet, varfor det verkar vara en av de bésta metoderna for att satta diagnos, garna i
kombination med immunohistokemi och PCR for att vara sa saker som majligt pa att virala
partiklar inte forbises. Detta ar dock inte majligt att utfora pa levande djur eftersom det kraver
material fran viktiga delar av hjarnan.

De provmaterial man har att tillga pa levande djur &r helblod och sera. PCR pa PBMC som
diagnostiskt verktyg ar mycket osaker, vilket gor att sera och kliniska symtom &r allt som
finns att forlita sig pa for en intra vitum diagnos. Fragan ar dock hur mycket man tors sétta sin
tillit till de svar som fas med serodiagnostik pa grund av de laga antikroppstitrarna. Som
grund for en séker diagnos vager kanske kliniska symtom och serologi inte sérskilt tungt. Pa
héstar hittas ju saval friska hastar positiva for antikroppar som sjuka hastar dar antikroppar
inte kan pavisas och kliniska symtom ar for generella. Finns det idag inte mycket alternativ
for att faststélla diagnosen pa levande djur.

Eftersom genomet hos Bornavirus dr sa vélbevarat efter passage dven mellan olika djur kan
det vara svart att spara smittvagar genom att identifiera olika stammar. Att hitta sakra metoder
utan risk for falska positiva och negativa svar &r darfor mycket viktigt, inte bara for
diagnosticering utan dven for vidare epidemiologiska studier. Detta skulle vara av intresse inte
bara inom veterinarmedicinen utan aven for att rata ut de fragetecken finns vad galler humana
infektioner.
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