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NEUROPATOLOGIA POLSKA
1966, IV, 3—4

E. OSETOWSKA

INTRODUCTION

Le Symposium d’Anvers en 1959 mit en vue les différants aspects du
probléme des encéphalites. Il s’est fait aussi évident, que c’est un pro-
bléme a ’évolution progressive et qu’'une seule réunion méme sur échelle
internationale ne saura pas épuiser la complexité du sujet. Les con-
férences du Symposium abordaient toutes les formes des encéphalites,
connues en ce moments, avec les contributions neuropathologiques, bio-
chimiques, electro-physiologiques. Il manquait déja de collaboration
étiologique. D’un autre co6té la multitude des contributeurs et des
communications créa la nécessité de discussion en sections sans la
possibilité d’envisager les entités encéphalitiques simultaneusement par
les représentants de différentes techniques et disciplines.

Malgré ces quelques difficultés le Symposium d’Anvers apporta en
résultat la premiére classification des éncéphalites actuelles, 1’étude
assez approfondie des leucoencéphalites sclérosantes subaigués et de
I’encéphalite nécrosante aigué, deux formes lesquelles, trés ”en vogue”
en ce temps-la dans la litterature mondaine, ont recueilli de nombreuses
contributions; et une vraie revue des encéphalites nouvelles, inconnues,
atypiques ou limitées géographiquement.

L’expérience d’Anvers convainquit dés le premier moment le Président
de la Fédération Mondiale de Neurologie, monsieur le Professeur van
Bogaert, que la discussion sur les encéphalites doit continuer sous forme
un peu modifiée. Van Bogaert proposa une nouvelle rencontre en 1962
a Prague avec le sujet limité aux encéphalites a tiques de 1'Europe et
aux formes atypiques omises au Symposium d’Anvers. Faute de dispo-
sitions matérielles ce projet ne fut repris qu’en 1964 a réunion a Madrid
par le représentant de la neuropathologie polonaise.

Le II Colloque International sur les Encéphalites Actuelles, qui a eu
lieu le 15 et 16 septembre 1965 a Varsovie se considére donc comme
la continuation directe des conférences anversoises. Les frais d’orga-
nisation de la rencontre étaient assurés par 1’Académie Polonaises des
Sciences, les arrangements extérieurs par !'Institut de Neuropatho-
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310 E. Osetowska

logie de I’A.P.S et I’Association des Neuropathologistes Polonais. Les
contributeurs sont venus sur leurs propres frais et, on doit souligner
avec plaisir, 1'important pourcentage de participants du Symposium
d’Anvers.

L’inspirateur du Colloque a Varsovie, le professeur Ludo van Bogaert
était malheureusement en ce temps malade et la présidence scientifique
fut aimablement reprise par le professeur W. H. McMenemey. Selon le
programme préliminaire on proposait de discuter & Varsovie les encépha-
lites a tiques de I’Europe, les encéphalites rhumatismales et les encépha-
lites atypiques, joignant le point de vue neuropathologique et virologique
dans les formes a ’étiologie connue. Les matériels recus ont contraint les
organisateurs d’introduire quelques modifications.

Le programme réalisé concernait: les encéphalites a tiques de I'Eu-
rope présentées par les neuropathologistes et les virologiste's; I’Arbor-
-encéphalite Japonaise; les encéphalites virales lesquelle n’étaient pas
discuté a Anvers ou dans lesquelles les recherches récentes ont
apportées d’importantes contributions étio-pathogéniques (encéphalite
Herpes simplex présentée par le professeur Kriicke), les encéphalites
atypiques parmi lesquelles on a placé aussi une seule contribution sur
les encéphalites rhumatismales. A c6té des communications prévues dans
le programme il y avait plusieurs intéressantes allocutions a vive voix
dans la discussion. On les a inclues dans ce volume pour obtenir un
document complet.

Le lecteur de ces rapports cherchera lui méme les conclusions qu’in-
spire cette deuxiéme revue. Il nous semble cependant utile de souligner
quelques points importants.

1. La discussion commune des neuropathologistes et des virologistes
mit en évidence l'inseparabilité des propriétés pathogénes des virus et
des proprietés individuelles du tissu cérébral. L’étude des virus en
conditions expérimentales et I’étude de cerveau en conditions d’infection
naturelle complétent les connaissances biologiques d’agresseur et
d’hote. 4

2. Les encéphalites provoquées par les virus CEE et l'encéphalite
japonaise présentent les entités dont I’étude étiologique, épidémiologique,
pathogénique et neuropatholoque semble étre la plus accomplie et d’une
facon paralléle.

3. Les images cérébrales de ces encéphalites sont pathognomiques
sauf les exceptions extraordinaires (cas d’encéphalite nécrosante de
Shiraki).

4. Les encéphalites atypiques présentées au Colloque peuvent étre
classées en trois grands groupes:
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a) les caractéres atypiques sont dus a l'importante contribution du
facteur vasculogéne, c’est' que donne aux cas une forte note encéphalo-
pathique;

b) la réponse inflammatoire primaire ou secondaire coincide avec le
processus démyélisant plus ou moins rapproché de la sclérose en plaque;

c) la réponse inflammatoire est modifiée par I'hypersensibilité du
tissu cérébral, s'exprimant tantét par les caractéres exsudatifs et
hémorrhagiques, tantot par ’excitation granulomateuse.

Dans certains cas l'analyse minutieuse perment de differencier le
processus fondamental plus ou moins typique et la complication tis-
sulaire secondaire. Dans les autres la réaction aux composantes complexes
donne I'image incomparable aux formes connues.

5. Les encéphalites rhumatismales grace a la topographie cortico-me-
sencéphalique et les caractéres granulomateux présentent, au moins
dans certains cas, la possibilité de diagnostic neuropathologique.

Ces quelques suggestions établies, le Colloque de Varsovie, comme le
Symposium d’Anvers engage a suivre les recherches et a confronter
périodiquement les expériences et les observations nouvelles.
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NEUROPATOLOGIA POLSKA
1966, IV, 3—4

| H. MORITSCH |

DIAGNOSTIC PROCEDURES IN HUMAN CASES OF TBE

Hygiene-Institut der Universitdt Wien

Human cases of TBE were first described in Central Europe in the
district of Neunkirchen (Lower Austria) by Schneider in his monography
»Die epidemische Meningitis serosa” in 1932. At that times however, he
was not able to prove these suspected cases by specific methods in the
laboratory.

In our laboratory, we demonstrated in 1959 by serologic methods, that
these cases were actually TBE. Besides, it could be proved that TBE had
been present in Lower Austria as early as 1927 (Moritsch, 1959).

We started our systematic investigations on TBE in 1956. Since 1956,
we examined in the district of Neunkirchen all human cases of infections
of the CNS. As all the cases were hospitalized, it was not difficult to get
the necessary samples from every patient. Also, the results can be used as
a basis for studies on the morbidity in an endemic area. More recently,
we also got some serum samples from patients who were hospitalized in
other places in Burgenland, Lower and Upper Austria, and even in
Salzburg and in Western Germany. In contrast, to the results in Neun-
kirchen which can be used for further statistical work in epidemiology all
the other proved case of TBE allow us only to draw the conclusion that
this disease occurs in those areas too.

For the diagnosis in the laboratory we use the following procedures;

1. In the theoretical state of the first phase of the disease, i.e. the
viremic phase, we inoculate the whole blood or the serum respectively
intracerebrally into the brains of baby mice. In practice, we had this
opportunity of a successful virus isolation twice only in connection with
laboratory accidents.

2. After the onset of the disease of the CNS, virus isolations are only
performed in case of death (5 times); otherwise we only use serologic
methods. In general, we use at least two serum samples; the first is taken
as soon as possible after admission to the hospital and the second after
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314 H. Moritsch

an interval of about 14 days. For our scientific investigations in Neun-
kirchen, we get serum samples every week till the patient is released
from the hospital.

With the first serum sample, we perform either an hemagglutination-
inhibition test in a dilution of 1:10 and 1:20 or a neutralization test
in a dilution of 1 : 5 (Kunz 1961).

In the case of a negative reaction, TBE may be excluded. If we can
prove antibodies, we examine the first and all the follwing serum samples
in the complement fixation test. The value of this reaction depends very
much on the preparation of the antigen. We use now the crude extraction
of infected baby mouse brains and get titers of the antigen up to 1:2048.

With these antigens, we usually get a positive reaction in the CF with
the first sample. A case is diagnosed as TBE if either CF antibodies
exhibit a 4-fold or greater increase in titer during disease of if sustained
CF antibody titers of 1:64 or greater are found. In all other cases, we
only use the term ,,presumed cases” of TBE when we are not able to prove
it exactly. We know however, that as a rule the titers in the CF decrease
within one year at least to a quarter of the previous value. Thus we can
also prove — if we get another sample after one year — these ,,presumed
cases” in retrospect by a drop in titer (Schneider 1932).

Table 1. Course of Titer of CF antibodies after TBE

CF Titer After b
The acute disease vears
U R T R e L
512 256 32/64* 32/64* 32/64* n. d.
256 16 16 n'd. 16 n. d.
j 256 4 4 4 4 n. d.
128 8 8 8 8 n. d.
128 4 8 n. d. 4 n. d.
128 4 4 4 4 n'ds
128 n. d. n. d. n:d. 16 16
n.d. . ds 16 16 16 16

* Titer on repeat test

The results of our investigations in the endemic district of Neunkirchen
are:

1. From 1956—1964, we got serum samples of 450 patients with
infections of the CNS. In 230 cases we could prove TBE.

2. The most striking sign of TBE is the seasonal incidence of the
cases.
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Table 3. Seasonal incidence of nonbac-

Table 2. Nonbacterial infections of the terial infections of the CNS in the
CNS in the endemic district of Neun- endemic district of Neunkirchen
kirchen (Lower Austria) 1956—1964 1956—1964
Rra TBE Other diseases Months TBE cher
(FSME) of the CNS diseases
1 January ) ! 8
e 4“4 36 February 0 0
1957 31 22 March 2 4
1958 14 15 April 4 8
1959 12 10 May 29 8
1960 30 34 pune i hd
1961 July 68 45
40 14 August 22 40
1962 16 10 September 16 34
1963 26 22 October 22 26
1963 17 57 November 19
December ) ¢ 11
Total 230 220
= E1.11% = 48.88% 230 220

3. It may be of particular interest for the neurologists that TBE, in
contrast to all other diseases of the CNS which occur here is not a disease

of children and young people.

Table 4. Age-Distribution of nonbac-
terial infections of the CNS in the

endemic district of Neunkirchen
(Lower Austria 1956—1964)
Age TBE Other diseases
(FSME) of the CNS
0—10 16 52
11—20 35 65
21—30 32 43
31—40 30 28
41—50 53 |
51—60 41 16
61—170 18
71—80 4
81—90 1 —
230 220

Average age (TBE) = 38.10
Average age (other infections) = 23.63
t 8.71 p<<0.01

Table 5. Infection rate and morbidity
in relation to exposition

Standardized
infection| morbidity
rate (100000)
in % year
Residents of the
endemic district
of Neunkirchen 14.06 30.3
Forest workers in
endemic districts 41.0 98.0
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316 ; H. Moritsch

This depends on the one hand upon age of exposure to ticks, and it may
be assumed that infected children will become ill but that they only
acquire antibodies. The few known cases of overt disease in children had
only a mild course.

4. Based on this long period of observation in this systematically
° examined district, we calculated the following rate of morbidity presented
in table 5.

5. Besides the routine diagnostic work, we have been interested in the
ratio of infection to morbidity. As we had proved the rate of antibodies
among the residents and had come to know the rate of morbirdity, we
tried to estimate this ratio. We determined that only 8.2% of the infected
persons (aged from 0—60 years) came down with manifest disease. It
means that from 12 infected persons, only one gets a disease of the
CNS (1956).

6. According to our experience, we may accept that TBE occurs widely
in Austria, mainly in the eastern and south eastern part. But we could
also prove cases in Upper Austria and in the neighboring Bavaria (1964,
1965). In the figure all the hospitals are demonstrated where we have
found TBE.

(! A
. i Waidhofen ™ =.~"">_
S Y ~L Hom® sewennurg | idhibach

/(' \ Krems Hollabrdnn /
’ ey ¢ Wien '\,‘
t.‘:,\_ mk/aaruck eryr i rm St Pilten iy den"

’fmlz\ 6/.nunden ’(”'”"1”"" il \dfll%:;;lu;;em:‘sen:mf
\ P ‘.
L\J 2 ;If,’ .kamnmann ~ H 0ﬂerpul/endarf
& 3 \/\‘) 6raz imm
VRt A .”,:f—",,‘.-‘-’_\—-’_“.' . ”f'”!l’
; y iy
- Vilach ._'\}___ P :
Sl J

Fig. 1. Geographic distribution of hospitals in Austria with cases of TBE (covers or_xly
areas where serologic studies of the Institute of Hygiene in Vienna were carried
out).
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H. Moritsch |*

POSTEPOWANIE DIAGNOSTYCZNE W PRZYPADKACH KLESZCZOWEGO
ZAPALENIA MOZGU U LUDZI

Streszczenie

Badania nad kleszczowym zapaleniem moézgu Instytut Higieny w Wiedniu roz-
poczal w roku 1956. Od tego momentu badano wszystkie przypadki zapalenia klesz-
czowego mézgu, jakie wystapily w rejonie Neunkirchen.

W I fazie choroby, wiremicznej, krwig wzglednie surowica chorych zakazano
domézgowo mysie oseski. Z mézgu zakazonych myszy izolowano wirusa. Po roz-
winieciu sie¢ fazy mézgowej mozliwos¢ izolacji wirusa istnieje tylko w przypadkach
Smiertelnych — w materiale autora uzyskano go 5 razy, tj. ze wszystkich przy-
padkéw Smiertelnych. Poza tym stosowano metody serologiczne, pobierajac podwie
probki krwi: bezpos§rednio po przyjeciu chorych do szpitala i w 14 dni pézniej.
Stosowano testy hamowania hemaglutynacji oraz neutralizacji. Jezeli mozna bylo
otrzymaé sprawdzone przeciwciala, stosowano test wigzania dopelniacza. W latach
1956—1964 przebadano 450 pacjentéw, w 250 przypadkach otrzymano wyniki po-
zytywne zakazenia wirusem kompleksu kleszczowego. Kleszczowe zapalenie mézgu
praktycznie nie wystepuje u dzieci i osobnikéw mlodych. Jako wiek przecietny dla
tej postaci zapalenia mozna przyjaé 38 lat. Na 12 os6b zakazonych wirusem kom-
pleksu kleszczowego tylko u jednej dochodzi do zajecia oSrodkowego ukiadu
nerwowego.

X. Mopuu

IUATHOCTUKA B CJIVYAAX KJEINIEBOT'O JHIIE®AIUTA YV JOIEN
CoxgepxaHue

VccnenoBanma Haj KielleBbIM 3HHedaanToM BeayTca B MHcTuTyTe I'reHnl B Beue
c 1956 r. C sroro MomMeHTa uCCJeAOBaJMChb BCe CJyday KJelleBOro sHiedaaura Ha-
6nronaBmmeca B paioHe HoiHRupxeH. B mepsoit Bupemuyeckoit chasze 3aboseBanms
KPOBbIO JINGO CHIBOPOTKOM GOMBHBIX MHMUUMPOBANM BHYTPUMO3IOBBIM CIIOCOBOM MBbI-
el rpygHoro Bo3pacTta. B Mo3re MHMMUMPOBAHHON MBILM M30JMPOBAJM BUPYC.
ITocne pa3BuUTMA MO3roBO¥ (ha3bl BO3MONKHOCTb M3OJNALMM BUPYCA CYILIECTBYET TOJBLKO
B JIeTAJIbHBIX CJIy4YadAX — II0 MaTepuajly aBTOpa 3TO0 ObLIO OCYLIECTBMMO TOJBKO
5 pas, T.e. BO BCeX JEeTANbHBIX MucxXoAaXx. Kpome TOro NPMMEHAJMUCH CepoJlormyecKie
METOAbI, OMNpPEeAeNANNChL J[Be IPOObl KPOBM: HEINOCPEACTBEHHO II0CJe IIOCTYIIJIeHUS
6OJIbHBIX B CTaUMOHAp M d4epe3 14 pHeit Imocje MNOCTYMJIeHUA. IIPUMEHANNCH TeCTbI
TOPMOXKEHMUA TeMarJITMHALMM U HeNTpoku3aumuyu. Ecau nojaydanyu npoBepeHHbIe aHTH-
TeJla, TOrja IMPUMEHAJM TECT CBA3bIBAHMA KOMIIIMMeHTa. 3a mepuox 1956—1964 mocae-
poBamym 450 suu, B 250 cay4yaAx ObLIM MOJYyYeHbI IMOJOKUTENIbHbIE Pe3ylabTaThl MH-
ek BupycoM KilelleBOro Kommjekca. KieleBoit 9SHIedaXIuT TIpaKTHMYEecKu He
Habnionaerca y jereit M y MOJIOABLIX MHAMBMAYOB. CpeaHuit BO3PacT AJA 3T0i hopMal
9HIedanInTa MOXKHO cuMuTaTh 38 Jer. Ha 12 yesoBeK MHMEKUUM BUPYCHBIM KOMILIEK-
COM TONBKO 1 pa3 mopazkaercA LeHTpajJbHasg HEpPBHasd CUCTEMa.

* Prof. Dr Hans Moritsch, dyrektor Instytutu Higieny Uniwersytetu w Wiedniu,
zmarl w niespeina 2 miesigce po Colloquium z powodu zapalenia mézgu, wywola-
nego przez wirus Herpes Simplex.
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DISCUSSION TO THE LECTURE OF PROF. MORITSCH

Institute of Virology of Czechoslovak Academy of Sciences Bratislava

Since 1960, the cultures of chick embryo cells (CEC) have been used
in the Institute of Virology in Bratislava for isolation of tick-borne ence-
phalitis viruses from both patient’s samples and suspensions of ticks
(Libikova et al.: Biology of viruses of the tick-borne encephalitis complex,
CSAV 1962, p. 201; Libikova et al., J. Hyg. Epidem. Microbiol. Immunol.,
1964, 8, 77). The same method was succesfully used also in Regional
Sanitary-Epidemiological Station in Ostrava in 1965 (Heinz et al., personal
communication).

The positive isolation of the TBE virus is indicated in the 27¢ or 3r¢
passage in CEC by its interference with arborviruses A or by inoculation
of the cultural fluid intracerebrally into mice. Here positive interference
or death of mice prove the positive detection of the TBE virus. The com-
plete isolation experiment lasts for 8—11 days only. Patient’s serum and
spinal fluid, used as inoculum, exert no toxic effect on CEC. The cy-
totoxic effect of suspensions from ticks can be diminished or eliminated
by removing the inoculum from the tubes after the end of the adsorption
period; the cultures are then refed with fresh medium.

The isolation of TBE virus in CEC cultures is relatively more sensitive
than in mice, because a larger volume of the inoculum can be inoculated
into cell cultures, than into mouse brain.
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IMMUNOGENESIS OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS CORRELATED
TO THE DEVELOPMENT OF CLINICAL COURSE OF THE INFECTION

Institute of Virology of Czechoslovak Academy of Sciences, Bratislava
and Clinics of Infectious Diseases, Prague

In 1959, we have elaborated and introduced into a routine use a fast
method of detection of tick-borne encephalitis (TBE) virus neutralizing
antibodies in vitro (Libikova and Vil¢ek 1959). In this method cells of
stable lines (e.g. HeLa, SCH or Detroit; Libikova, Vilcek 1961) and the
selected cytopathic variant of virus as an antigen are used (Libikova
1963). Mixtures of diluted sera and 100 CPDj, of virus antigen are ino-
culated into tubes simultaneously with seeding the cells and the cultures
are examined after five days for the presence of the cytopathic effect.
It is apparent that this procedure is faster and technically simpler than
that usiﬁg the grown monolayers.

This method is in steady use in our laboratories for the purposes of the
research as well as for the diagnosis of TBE (Libibova et al., 1960, 1963,
Libikova 1964, Gresikova et al. in press, ect.). It was tested and success-
fully employed also in other virological laboratories in Czechoslovakia
(Regional Sanitary-Epidemiological Stations, Bratislava and Ostrava), in
Austria (Kunz and Moritsch, 1961), Hungary (Molnarova 1963) and USSR
(Minaieva 1964) in serological surveys as well as in the diagnosis of the
disease in human population.

As the described method detects the virus-neutralizing antibodies,
which are considered as one of the important factors of the immunity,
we have taken the advantage of it in studying the immunogenesis of the
overt infection caused by tick-borne encephalitis virus.

In 1961 — 1964, patients suffering from the suspected TBE, after being
infected probably by a tick-bite in forest areas near Prague, were hospita-
lized in the Clinics of Infectious Diseases in Prague. Several blood
samples were taken during and after the hospitalization and examined
serologically for neutralizing antibodies against TBE virus.
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During the four years period, 141 cases have been examined clinically
and virologically. In this group, the clinical diagnosis of TBE was con-
firmed serologically in 72 cases and excluded in 69 cases. In the positive
cases, the level of antibodies at the end of disease or during the recon-
valescence was always rather high (titers above 1:64, at most 1 : 2048,
in the majority 1: 256 and 1:512). On the other hand the negative cases
showed regularly a negative reaction even with the lowest dilution (1 : 4)
of sera. The undiluted or 1 : 2 diluted sera, which were used occasionally,
did not give positive results either. The results obtained from this series
of experiments led us to a conclusion, that the tick-borne encephalitis
virus ethiology can be safely excluded, if the examination of the
patient’s serum taken shortly after the neural phase of the disease reveals
no antibodies using the given method in vitro.

In the case of positive detection of neutralizing antibodies against TBE
virus in the suspect patient, there are several possibilities of drawing
conclusions from the serological examination, which is considered in
connection with the development of the clinical picture. For an illustra-
4ion, 18 cases were selected from our materials, which showed
a characteristic biphasic course of the disease and which had a complete
record of the tick-bite the begin and the end of both phases. The duration
of the incubation period and of both phases, as well as the begin of the
274 neural phase showed a considerable variation, as it is illustrated
in Fig. 1.
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Fig. 1. Clinical course and antibody formation in 18 biphasic cases of tick-borne
encephalitis.

-

As it is shown in Fig. 1 and Fig. 2 we have attempted to analyze the
immunogenesis of TBE in connection with three factors mentioned
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above important for its pathogenesis: the time of the tick-bite, the begin
of the 15t and the 279, neural phase. It can be seen from the first part of
the Fig. 2 (analysis of 32 cases of biphasic TBE) that the blood samples
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Fig. 2. Immunogenesis in tick-borne encephalitis.

from the incubation period or from the begin of the 15t phase were missing
in our materials. However, even 13—14 days after the tick-bite (i.e. after
the 15t phase already began), two patients did not have the antibodies
against TBE virus. It is supposed (Blaskovi¢ 1964) that TBE virus, being
transferred into the human organism by a tick, begins to multiply in
cells of the infiltrate at the site of the bite, even though the multiplication
is poor. This weak antigenic stimulus is perhaps not sufficient to induce
a formation of measurable level of antibodies, nevertheless, it might
lead to a sensibilization of the organisms against the later antigenic
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pulse. This view can be supported by the finding of a sharp increase
of the level of antibodies after the onset of the 1%t (i.e. viremic) phase
of the disease. It is assumed that during this phase an intensive multi-
plication of virus proceeds in various tissue and organ cells (perhaps
in blood cells either) and the circulation of virus in blood stream is
regularly detected. According to the second part of the Fig. 2 it can
be said that the immunogenesis of TBE is most dynamic between the
end of the 1% phase and the first days of the 279 neural phase of the
disease. Then, the increase of the level of antibodies is arrested.

The practical diagnosis will be demonstrated in individual cases of
TBE as follows: The Fig. 3 shows 4 cases of biphasic TBE, where the
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Fig. 3. Serodiagnosis of the tick-borne ence-
phalitis I.

first blood sample was taken during or shortly after the first phase
and the second sample was taken 7—23 days later. In all these cases
the serological diagnosis gave clearly positive results (conversion or
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fourfold increase of the antibody level). The Fig. 4 demonstrates 3 cases,
where the first sample comes from the begin of the 279 phase and the
second sample was taken after the end of this phase. In 2 cases a significant
rise of the level of antibodies was observed in the third case no significant
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Fig. 4. Serodiagnosis of the tick-borne ence-
phalitis II.
rise of antibodies occured. In this last type, the serological diagnosis
speaks for rather probable but not obvious acute TBE. Nevertheless, the
contact with TBE virus occured here beyond any doubts.
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Fig. 5. Levels of neutralizing and HI antibodies against TBE
virus in different time periods after overt encephalitis in man.
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The Fig. 5, which summarizes the examination of a group of recon-
valescents, following an overt TBE after rather long time intervals shows
that a marked level of neutralizing (and hemagglutination inhibiting)
antibodies is mainteined for a long period.

It appears that in the case of inapparent infections, which were detected
by means of the serological survey, the situation is quite a different. The
survey of the population from the Western Siberia with the 90% occurence
of antibodies. against TBE virus, shows in the Fig. 6, demonstrates low
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Fig. 6. Level of antibodies against TBE virus (residents of a tayga
village in Siberia).

as well as high levels of antibodies in all age groups. The immunogenesis
in the inapparent infections is probably more diverse than that in the
overt encephalitis.

The results obtained in examinations presented here and those per-
formed earlier are concluded as follows: The described neutralization
test in vitro with the TBE virus was proved as suitable for mass routine
work. The method of preparation of the viral antigen is very simple:
a crude suspension from brains of mice infected with the cytopathic
variant of TBE virus, lyophilized or frozen at —20°C or —70°C (preserved
well during several years or 3—4 months, respectively) is used. The
brain of one infected adult mouse supplies antigen for quantitative
examination of 1,000—10,000 blood samples (according to the cytopathic
titre). The antigens for complement-fixation and hemagglutination-
inhibition tests are less economic and their preparation as well as the
procedure of the tests is more complicated. The advantage of the CF and
HI tests is the soon reading (after 1—2 hours). The neutralization test
lasts 4—5 days. The test tube cultures are manipulated only once,
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because the virus-serum mixture is inoculated simultaneously with the
cell seeding. In laboratories with routine cell culture work, the neutra-
lization test with the TBE virus in vitro is so far the simplest, most sen-
sitive and specific test for the serodiagnosis of TBE. The reading can be
performed without microscopic examination of the tube cultures in the
modification of the test based on metabolic inhibition (color test, Libikova
and Vilcek 1961).

The advantages of the CF and HI tests might be exploited in mass
routine work in the field laboratories only after the establishment of
central production of all test components in a satisfactory quality.

H. Libikova, A. Kroéo, J. Tesafova

KORELACJA ODCZYNOW IMMUNOGENETYCZNYCH Z PRZEBIEGIEM
KLINICZNYM KLESZCZOWEGO ZAPALENIA MOZGU

Streszczenie

W rozwoju odczyndéw immunogenetycznych nalezy uwzglednié trzy fazy choroby:
od uklucia przez kleszcza dopoczatkowej fazy wiremii uogélnionej, faze wiremiczna,
faze nerwowa. Pierwsza faza jest niezwykle trudna do uchwycenia, w drugiej nie
wszyscy maja juz odczyny serologiczne. Najwieksze nzsilenie reakeji przypada na
okres koncowy fazy wiremicznej i poczatek fazy nerwowej..

W badaniach masowych stosowano testy wigzania dopelniacza i hamowania he-
moaglutynacji. Autorzy uwazaja je za godne polecenia w badaniach masowych, pod
warunkiem, ze produkty (antygeny), na ktérych testy sie opieraja, majg sprawdzong
i wyprébowang jako$§é. Autorzy rodajg szczegélowe techmiczne wytyczne postepo-
wania.

X. JInbnkosa, A. Kpoo, fI. TecazxkoBa

KOPPEJAINMA UMMYHOTEHETMYECKUX PEAKIIMII C KIMHUYECKUM
TEYEHUEM KJEIIEBOI'O OHIE®DAJIUTA

CopgepxaHue

B pa3Butum MMMYHOTE€HETMYECKMX pPeariMil cieayeT ydecTb Tpu paswl 3abose-
BaHMA: C yKoJa KJjelia 1o ¢azy oOGOOLIEHHO BMpeMuM, BUpeMMUecKylo a3y, Heps-
Byio ca3zy. IlepBaa asa sgBisgeTcaA BecbMa TPYAHOI IJIA AMAarHOCTMKY, BO BTOPOIT
He y BCeX MMeIOTCA yiKe CepoJIoTMYecKyue peaxkiyy. MakKcuMajbHasA WMHTEHCHBHOCTS
PeaxIMy INPUXOAMTCHA K KOHILY BMpPeMMYecKoi hasbl ¥ Hadaso HepBHOM a3kl

B MaccoBBIX MCCJIEAOBaHMAX MPUMEHANNCH TECThbl CBA3BLIBAHMA KOMIIJIEMEHTa
¥ TOPMOZKEHMA TIeMOarJIOTUHALMM. ABTOPbl PEKOMEHAYIOT 9T TECThI AJA MacCOBBIX
MCCJIe0BaHMiA, IPY YCJIOBMM, YTO KadeCTBO NMPOAYKTOB (AHTUIEHOB) HAa KOTOPBIX OCHO-
BbIBAE€TCA TECT IIPOBEPEHO M MCIPoGoBaHO. IIPMBOAATCA TIIATEJIbHBIE TEXHUYECKUe
yKa3aHuA II0 TIPOBEAEHMUIO TECTOB.
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METHODS FOR CLASSIFICATION OF VIRUSES THE TBE COMPLEX

Institute of Hygiene, University of Vienna

A number of different methods are currently available for the identi-
fication of freshly isolated tick-borne encephalitis (TBE) virus. In pre-
vious years we used the neutralization test, (NT) in our laboratory
employing either mice or tissue cultures. Since this is, however, a some-
what costly and time-consuming technique, we have searched for methods
which would allow a more rapid classification of new isolates.

It is a well-known fact that many arboviruses can be readily identified
with the complement-fixation test (CF). Since 1962, we have successfully
used the CF test also for the identification of strains of Central European
tick-borne encephalitis (CEE) virus. The test is both simple and econo-
mic. Isolation experiments are carried out with baby mice. If the mice
develop disease, a few brains are harvested, homogenized in veronal buf-
fer and kept for 1 hour at 4°C. After low speed centrifugation, the super-
natant is tested against a mouse hyperimmune serum in a drop-type CF
test. Thus, diagnosis is possible within 24 hours after the mice show evi-
dence of a virus isolation.

Apart from the CF, we have also found the fluorescent antibody techni-
que to be a very useful tool for the typing of CEE viruses. In a preliminary-
study, 7 strains of CEE wirus, which had been isolated in 1964, were-
inoculated into tubes containing HeLa cells grown on coverslips. Twenty-
-four hours, and in the case of a negative result, again 48 hours after
infection, a converslip was removed, and the cells were treated with
a fluorescein labeled CEE antiserum. In all cases, the virus specific fluo-
rescence was observed in the cytoplasm of the infected cells, and thus
identification in the first passage in HeLa cells was made. Other than
being a more elaborate method, this way of using the immunofluorescent
method does not really offer an advantage over the CF. Nothing is gained,
for example, as far as time is concerned.

In order to further shorten the procedure of identification, we have
attempted to stain the virusspecific antigen directly in smears prepared:
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from brains of mice showing symptoms of disease. This proved to be
a very rapid and sensitive method which provides a result within little
more than an hour’s time. Although it is not possible to localize the
antigen equally well as in tissue culture, clear-cut pictures are always
obtained which permit differentiation between positive and negative
results. If CEE virus is present in the brain, the smear appears to be
flooded with antigen. This correlates well with the fact that CEE viruses
reach exceedingly high titers in the brains of baby mice. In Table 1,
summary is given of our virus isolations from 1961 through 1965. All 20
strains identified by the fluorescent antibody technique were diagnosed
already in the first mouse passage.

Table 1. Virus Isolations 1961 — 1965

Identified b s
111 i
’ Man l Ticks Mammals
CF l 4 14 1
FAT | 20
| |
Total l B TR U R 1

In connection with fluorescent antibody studies, it is of interest to
which extent one has to consider the possibility of cross reactions of a
fluorescein labeled CEE antiserum with group B viruses other than CEE.
In practice, this problem is of very little significance. On the European
continent, only one additional group B virus, namely, West Nile virus,
has been isolated so far. West Nile and CEE viruses show an antigenic
relationship in the hemagglutination-inhibition test. We have compared
in HeLa cells 2 strains of West Nile virus with CEE virus and could not
find any cross-reactions with the direct immunofluorescent method. In
both cases, the fluorescein labeled antiserum stained only the homolo-
gous and not the heterclogous virus. Studies which we have done with
viruses of the California encephalitis complex have demonstrated also
that immune sera show less cross-reactivity in the direct fluorescent an-
tibody test than in the HI or CF test.

According to our experience, cross-reactions may occur, however, with
viruses which are closely related in the CF test. This is true for the vi-
ruses of the TBE complex of which the CEE virus is a member. These
viruses are so closely related that they were for some time considered an
antigenic identity. Their differentiation is not possible with conventional
serological methods such as the CF test. Upon investigation of six dif-
ferent viruses of this complex (Central European tick-borne encephalitis
(CEE), Russian spring-summer encephalitis (RSSE), louping ill, Omsk
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hemorrhagic fever, Langat (TP 21), and Kyasanur Forest disease) with
each antigen, the highest intensity of the fluorescence was consistently
obtained with the homologous antiserum. Yet, when infected cells were
stained with heterologous antisera, specific fluorescence was also seen
in most cases. In comparison with the homologous antigen, this fluores-
cence was weaker. In other words, the difference between homologous or
heterologous viruses was indicated by a strong or weak specific fluores-
cence of the HeLa cells. In a series of experiments, which we have alrea-
dy described in detail elsewhere, we found that the intensity of the
specific fluorescence of the infected cells can be measured with a micro-
photometer. We could thus arrive at a quantitative assay of the cross-
-reactions (Table 2) and distinguish between the viruses of the TBE

Table 2. Relationship between viruses of the RSSE complex by combined applica-
tion of fluorescent antibody technique and microphotometry *

Virus i Lok T

RUSE | O ol G R e e KFD
RSSE | o4 | 254 so Lo ol e a3%
CEE | 2056 | 243 BKB gl e 5.5*
Li MR s i HHmese s J iy ag 5.0%
OHF | 305 | g fes | s 13.3 0.6*
LT 1 e QOPR D LR Al 52.7 0.0**
<o SR WY SR T e NG o R e (R 49.1

* To obtain the above results, nonspecific staining properties of each serum
were determined by staining noninfected cells; these figures were then substracted
from values obtained after measuring the infected cells. In eack case 15 cells were
measured and the mean therefrom was determined.

** No distinct specific fluorescence was observed.

complex which were tested. This method proved to be so sensitive that
even the two subtypes of the TBE virus, namely, CEE and RSSE viruses
were separable from each other (Table 3).

Our studies have shown that both the CF test and the immunofluores-
cent method can be successfully applied for the rapid identification of
CEE virus. Since the fluorescent antibody test offers some advantages, we
recommend its use as a standard method. We believe that it may also
serve as a valuable tool for the typing of a large number of viruses other
than CEE. In addition, our studies have demonstrated that the joint ap-
plication of this technique and of microphotometry is a simple but consi-
derably more potent test than the conventional serological methods. It
may reveal antigenic differences between viruses where conventional
methods fail.
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Table 3. Fluorescence measurements of HeLa cells infected with CEE and RSSE
viruses and stained with anti-RSSE, CEE, Louping ill and Omsk hemorrhagic
fever conjugates

! 1 Conjugate
Virus Strain
RSSE CEE Li OHF

Hypr 33.1 22.6 24.8 n.d.

Will II 27.9 19.8 153 S 8.0

CEE Will III 30.0 17.1 19.7 6.7

Scharl 27.3 21.8 n.d.* n.d.

_Pekets 24.9 23.9 n.d. n.d.

RSSE Bars 83.2 20.1 n.d. n.d.

* Not done.

Ch. Kunz

METODY KLASYFIKACJI WIRUSOW KOMPLEKSU KLESZCZOWEGO
ZAPALENIA MOZGU

Streszczenie

Autor omawia metody indentyfikacji wiruséw kompleksu kleszczowego zapale-
nia mézgu przy pomocy wigzania dopelniacza oraz w oparciu o immunofluorescen-
cje. Oba testy sg dokladne, jako metode standardowa poleca jednak immunofluo-
rescencje. Moze ona stuzyé do okre$lania takze i licznych innych wiruséw. W po-
laczeniu z mikrofotometriag immunofluorescencja jest metoda bardzo prosta tech-
nicznie, a bardziej miarodajng niz konwencjonalne metody serologiczne i moze
subtelniej ujawniaé antygenowe réznice miedzy wirusami, ktérych indentyfikacja
serologiczna zawodzi.

X. KyHn

METOJBI KJIACCUPUKALINY BUPYCOB KOMIIJIIEKCA KJEIIEBOTO
OHIEDAJIUTA

CogepxaHue

IIpeacraBiieHbl METOAbI MAEHTUMMMKALMM BUPYCOB KJEIIeBOro SHuedaJmura ¢ yro-
TpebiieHneM CBA3bIBAHMA KOMIIIMMEHTa M MMMyHoduyopecueHumyu. Oba Tecra obiaa-
JAOT TOYHOCTBIO, OJHAKO JJA CTAaHAAPTHBLIX OIpeAeNIeHMII PEKOMEHAYeTCS IIPUMEHATH
uMMyHoayopecueHuyioo. OHa MOzKeT ObITH MCIIOJNb30BaHa TaKiKe M TIPM OHNpefeeHMu
APYyIMX BMPYCOB. BmecTe ¢ MMKpodoTOMeTpuel, MMMyHOMIIyopecLieHIuMsa NpeacTaB-
JSeTCA METOAOM O4YeHb TEeXHMYEeCKM HEeCJIOKHBIM a npuroMm Oosee ybOeamTenbHBIM,
yeM KOHBEHLMOHAJIbHbIE CEpPOJIOTMYEeCKMe MEeTOABI M B COCTOSHMM BBIABUTH BecbMa
JeTajbHble DPa3aMuMsa MeKAy BMPyCaMy, KOTOPble IIPYM CEPOJOTMYEeCKMX MeToAax
Hepasan4dyMbl.
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RECHERCHES CLINICO-EPIDEMIOLOGIQUES ET SEROLOGIQUES
DANS CERTAINS FOYERS D’ENCEPHALITE PAR LE VIRUS
A TIQUES DE LA REPUBLIQUE SOCIALISTE DE ROUMANIE

L’'Institut d’Inframicrobiologie de I’Académie de la RSR

Pendant ces derniéres années on a fait toute une série de recherches
cliniques, anatomo-pathologiques et virologiques sur les encéphalites vi-
rales existant dans notre pays. Les données présentées par différents
auteurs (4—11, 13—18, 24) ont démontré qu’a I’exception d’une petite épi-
démie, I’encéphalite par le virus a tique$ apparait sous forme des cas spo-
radiques. )

Les résultats des recherches de laboratoire concernant la présence des
anticorps vis-a-vis du virus de I’encéphalite a tiques chez les habitants
de différentes régions du pays (7, 12, 20, 22) nous ont decidé d’effectuer
une étude réguliére sérologique chez les hommes et les animaux de cer-
tains foyers de Dobroudja, Transylvanie et Moldavie; ces résultats font
I'objet du présent travail.

MATERIEL ET METHODE

Pour le diagnostic des encéphalites par le virus a tiques apparues dans
différentes régions du pays, nous avons essayé I'isolement du virus dans
les cas ssurpris dés le début de la maladie; chez les sujets qui avaient
dépassé la phase initiale de la maladie au moment de leur hospitalisation
on a fait le diagnostic sérologique.

Aprés avoir établi que dans les régions de la Dobroudja, de la Transyl-
vanie et de la Moldavie il y a des foyers d’encéphalite par le virus a tiques,
nous avons effectué une série d’investigations sérologiques chez les
hommes et les animaux se trouvant dans ces foyers. Nous avons prelevé
1351 sérums, notamment: 718 de Dobroudja, 237 de Transylvanie et 396
de Moldavie. Les sérums de Dobroudja ont été pris dans les différentes
collectivités et fermes zootechniques. De ces sérums, 518 avaient été pre-
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levés aux hommes et 200 aux animaux (bovinés). Une partie des sérums
humains provient des régions de Hirsova et Adamolisi, situées dans la
zone limitrophe aux bords du Danube (ou il a été possible d’isoler le virus
de I’encéphalite a tiques) et riches en végétation forestiére; le reste des
sérums provient des zones de ,sylvo-steppe” (rayons d’Istria, Negru-
-Voda et Medgidia).

Du total des sérums humains, 212 provenaient des ouvriers de fermes
zootechniques (25 trayeurs de vaches et de brebis, 91 vachers, 24 patres,
et autres occupations — 72 preuves).

Les 718 sérums prelevés dans cette région ont été examinés sur la pré-
sence des anticorps fixateurs de complément (263 sérums, dont 163
humains et 100 de bovinés), ou sur la présence des anticorps hemagglu-
tino-inhibiteurs (455 sérums, dont 355 humains et 100 de bovinés).

Les 237 sérums de Transylvanie ont été prelevés des familles, provenant
des foyers placés dans la zone forestiére du nord de la Transylvanie (les
régions de Cluj et de Maramures); on les a recueillis chez les membres
de familles des malades d’encéphalite a tiques, chez leurs voisins (126 sé-
rums), ainsi que chez le bétail appartenant a ceux-ci (111 sérums).

Les 396 sérums de Moldavie proviennent des places situées dans les
zones forestiéres de Suceava (40 sérums humains) et de Bacau (331 sé-
rums humains et 25 pris des animaux bovinés), notamment de 1'une des
communes ou on a établi les foyers d’encéphalite a tiques (fig. 1).

Les sérums recueillis en Transylvanie, ainsi que ceux de Moldavie, ont
été examinés sur la présence des anticorps hemagglutino-inhibiteurs.

B cas etiologiguement confirmes
Cas clinigues (décédes)

W Serums humains positifs

@ scrums de bovines positifs

Fig. 1. Schéma topographique des foyers d’encéphalite de Bacau
(Moldavie).
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Antigeénes. Pour préparer les antigénes on a utilisé le virus de
I'encéphalite a tiques (souche Hypr) mis a notre disposition par I'Institut
de Virologie de Bratislava et maintenu dans notre laboratoire par des
passages intracérébraux chez la souris. On a préparé deux antigénes: un
antigéne fixateur de complément d’aprés la méthode de Casals (1949)
et un antigéne hemagglutinant d’aprés la méthode de Casals et Brown
(1953), les deux par extraction avec acétone-ether.

Techniques ide  Ta réactionide fixation du com-
plément et dhemagglutination. La réaction de fixation
du complément a été executée d’aprés la technique recommandée par
Slonim (1955), et celle d’hemagglutination-inhibition d’apreés la technique
de Clarke et Casals (1958).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les essais d’isolement du virus de l’encéphalite a tiques ont permis
d’obtenir des résultats positifs chez un seul cas de Dobroudja (rayon
d’Adamclisi) — un vacher avec l’encéphalite estivale, apparue brus-
quement sous la forme psychotique.

Les recherches sérologiques ont établi I'infection par le virus a tiques
chez 7 cas d’encéphalite apparus en Transylvanie (rayons de Cluj et de
Maramures) et chez 2 cas apparus en Moldavie (rayon de Bacau).

Chez les 7 cas de Transylvanie, qui présentaient différentes formes
cliniques d’encéphalite a tiques (nbtamment: méningo-encéphalitiques,
polioencéphalitiques, poliradiculonévritiques et formes cliniques de sclé-
rose latérale amyotrophique), les enquétes épidémiologiques ont établi le
début de la maladie au printemps, en été ou en automne; certains de ces
malades ont rapporté la consommation du lait cru de la vache ou de la
brebis ou la piqlre par les tiques.

Chez les deux cas (enfants) d’encéphalite a tiques de Moldavie, caracté-
risés au point de vue clinique par hyperthermie, agitation ou somnolence,
convulsions, troubles végétatifs et signes neurologiques de foyer, on a
établi la consommation du lait cru ou insuffisamment bouilli.

Les recherches sérologiques effectuées dans la zone des foyers d’encé-
phalite a tiques de ces régions (Dobroudja, Transylvanie, Moldavie), ont
mis en évidence la présence des anticorps spécifiques dans le pourcentage
assez élevé, autant chez les hommes que chez les animaux,

Les résultats obtenus par la fixation du complément, dans les diffé-
rentes collectivités de Dobroudja, sont présentés dans le tableau 1. Ces
résultats montrent que les sérums humains provenant de la zone limi-
trophe aux bords du Danube ont donné des résultats positifs chez 8 des 45
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Tableau 1. La distribution des anticorps fixateurs de complément par zones géo-
-climatiques de la Dobroudja

Réaction de
Nombre tixati d Taux des réactions
Zones étudiées i et o b positives
sérums |complément | positifs
rlvegsssds LD (DY |1/ | 1/8 | 1/16 | 1/32
La zone limitrophe aux
bords du Danube (ray-
ons Hirsova et Adam-
clisi) 45 37 8 17.7 1 1 4 2
Zone de ,sylvosteppe”
(rayons Istria, Medgidia
et Negru Voda) 118 113 5 4.2 1 3 1

sérums étudiés (17,7%), cependant que seulement 5 des 118 sérums pro-
venant de la zone de ,,sylvo-steppe” (les rayon d’Istria, Medgidia et Negru
Voda) ont donné des résultats positifs (4,2%).

Le plus grand nombre de résultats positifs avec la fixation du complé-
ment — rapporté par les rayons — a été observé dans les rayons de
Hirsova (20%) et Adameclisi (16%), situés au bord du Danube (fig. 2). Dans

URSS
B2 Entre 0-10%
XY Au dessus del5%
Delta du Danube
d
t
42%

oo,/.ln

7

Fig. 2. Pourcentage de positivité des antlcorps fixateurs
de complément dans les rayons étudiés de la région de
Dobroudja.
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les rayons de ,,ssylvo-steppe” (voir fig. 2), le pourcentage le plus élevé
a été trouvé dans le rayon de Negru Voda (9,7%) en comparaison avec
5,2% des rayons d’Istria et 1,5% de Medgidia.

Les réactions de fixation du complément effectuées avec les 100 sérums
provenant des bovinés ont démontré que 8 des 40 sérums recoltés dans
le rayon de Hirsova et 12 des 60 sérums provenant du rayon de Negru
Voda, ont des anticorps antiencéphalitiques, le pourcentage étant égal
dans les deux rayons (20%). :

Les réactions d’hemagglutination-inhibition effectuées avec les sérums
humains prelevés dans les collectivités situées prés du Danube et dans
celles de la zone de ,,sylvo-steppe”, ont présenté aussi de grandes diffé-
rences en ce qui concerne la présence des anticorps (16% — 233 sérums
dont 38 positifs — dans les collectivités de la zone boisée, par rapport a
6,5% — 122 sérums dont 8 positifs — dans celles de la zone de ,,sylvo-
-steppe’”). Chez 14 des 100 sérums de bovinés étudiés par la méme réac-
tion (HAI), on a mis en évidence aussi la présence des anticorps spéci-
fiques au virus a tiques (14%).

Le nombre élevé de réactions positives chez les bovinés démontre leur
infection antérieure; il y a donc la possibilité de contaminer les hommes
avec le virus a tiques sur cette voie.

Les résultats obtenus dans chaque collectivité montrent que dans la
Dobroudja il y a des zones ayant un potentiel endémique élevé pour
I'infection par le virus a tiques (la zone située au bord du Danube, ou il
a été possible d’isoler le virus) ainsi que des zones ayant un potentiel en-
démique réduit (les zones de ,,sylvo-steppe”).

%

40

ko

ar

/i 7/ g g .
o Fig. 3. Incidence des anticorps hemmaglu-

0///// % B tino-inhibiteurs, par groupes d’adge, dans les
4 20 30 40 50 60 70 age localités limitrophes aux bords du Danube.

Dans la figure 3 on observe que l'index de positivité des anticorps
hemagglutino-inhibiteurs, par groupes d’dge, subit dans les zones au
potentiel endémique élevé (la zone limitrophe au bord du Danube) une
augmentation directement proportionnelle a I’dge. D’ailleurs ce fait cor-
respond aux résultats obtenus par Salminen et collab (1961).

Les résultats de la réaction d’hemagglutination-inhibition effectuée
chez le personnel des fermes zootechniques de cette région sont démon-
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trés dans le tableau 2. On constate que dans certaines fermes le pourcen-
tage des réactions positives est assez élevé (20 a 40%), par rapport a d’au-
tres fermes de la méme région (4 a 16,6%).

Tableau 2. Distribution des anticorps HAI par fermes zootechniques

Résultat de Limite des
B ey No. de | la réaction 9 taux des
F tudié "
e sérums _HAI positifs | réactions
WA I AL positives
I-i:vetc{ llm Moreni (ferme d’état) > " 1 . 1/40
potentie . 21 20 1 4,70 1/2
endémique Ce'rnavoda (idem)
réduit erc_ea Voda (coopera- 10 10 0 B 1/10—1/160
tive)
Mircea Voda (ferme G
détat) 22 19 3 16,6 1/40—1/160
Poarta Alba (coopera- g
tive) 13 12 1 .7 1/320
Castelu (idem) 11 10 1 9 1/160
Seimenii mici (ferme [
d’état) 23 21 I 1/10—1/40
Gardes champétres (rayon
de Baneasa) ‘ 24 22 2 8 1/20—1/168
Total 149 138 11 7,6%
II-Avec un | Dunarea (ferme (d’état) 20 12 8 40 1/10—1/160
potentiel Cochirleni (cooperative) 18 12 6 31,6 1/10—1/160
endémique | ogmancea (idem) 25 20 5 | 20 1/10—1/80
elevé
Total 63 44 19 30%
Total serums 212 182 30 | 13,80%

D’aprés le tableau 3, ou tous ces résultats sont arrangés selon la pro-
fession, il résulte que le plus élevé pourcentage (43%) de réactions posi-
tives a été obtenu chez les trayeurs de vache et de brebis, dans les fer-
mes situées dans les zones ayant un potentiel élevé du virus a tiques,
par rapport a ceux des zones au potentiel endémique réduit (5,5%).

De I'analyse de nos résultats on peut déduire que dans les zones ou les
conditions géo-climatiques permettent au virus de se maintenir en na-
ture, les trayeurs de vaches peuvent s’infecter bien plus facilement que
les patres et les vachers de la méme zone.

Dans le tableau 4 sont présentés nos résultats obtenus avec les sérums
prélevés chez les familles habitant dans la zone boisée du nord de la
Transylvanie avec 7 foyers infectieux.
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des anticorps HAI chez les personnes avec des professions
spécifiques au secteur zootechnique

%Résultats de Limite des

Profession des per- Fermes g8 réaction & | taux des

sonnes étudiées étudiées 4B HAI %= | réactions
Zz 8 1 £ I + | s 8| positives

Personnel au potentiel I

effectuant la traite | endémique réduit 18 i 17 1 5,6 1/10—1/80

des vaches et des ; !‘ |

Brohls au potentiel J
endémique elevé s s 3 '43 | 1/10—1/80
Total 25 ‘ 21 4 16

Patres (bergers) au potentiel
endémique réduit 1211 1 8.3 1/20
au potentiel ]
endémique elevé 1251008 4 133 1/10—1/160

| |
Total 24 | 19 | 5 | 208
{

Vachers au potentiel ; :
endémique réduit 68 I g R 1/10—1/320
au potentiel }
endémique elevé 23 | 14 9 1294 | 1/10—1/88

| Total o1 | 76 | 15 |142

Autres professions ‘ au potentiel i

(ceux qui gardent endémique réduit 43 ‘l 40 3 e 1/10—1/640

les porcs, chevaux, a1l Datertial ! i T ey e

laill t gardes ‘

Moina il -8 endémique elevé 29 | 26 | 3 103 | 1/10—1/160

champétres) |
Total 72 l 66 6 ’ 8,2
Total serums 212 } 182 30 ' 13,82

Les réactions d’hemagglutination-inhibition sont positives — 26,2% (34
des 126 sérums étudiés sont positifs), fait qui prouve que les infections
inapparentes sont assez repandues dans cette région du pays.

D’ailleurs on sait que ’encéphalite a tiques transmise par la voie ali-
mentaire, par la consommation du lait cru ou insuffisament bouilli, ap-
parait aussi par groupes de familles et qu’au point de vue clinique elle
revét l'aspect d’une maladie bénigne, souvent inapparente, suivie par
I'apparition des anticorps spécifiques dans le sang (19). Jusqu'a présent
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Tableaw 4. Résultat des réactions d’hemagglutination-inhibition par familles dans
les foyers d’encéphalite de la zone boisée du nord de la Transylvanie

Réaction HAI
Recherches Territoi;es Localités sélx::;.ns % de
sérologiques . étudiés étudiées | étudies négative | positive | positi-
vité
Par familles Zone boisée Almas 25 ‘ 17 | 8
au nord de 1a | Bocsa 18 107 0 8
| Transylvanie | pinoay) Mic 14 T R
Gadalin 15 12508
1 Morla 23 19 4
g Poenizagora 17 12 | 5
Viile 14 T
Total: | ~138 .| 92 | 34 26,2

nous ne possedons pas de données sur l'isolement du virus du lait des
vaches et des brebis provenant de cette zone, cependant la présence des
ectoparasites et I'indice trés élevé (tableau 5) des réactions positives chez
les bovinés de ces foyers (20,5%), par rapport 4 ceux qui en sont éloignés
(14,8%), prouve que les animaux ont subi la maladie antérieurement et
I’ont transmise successivement aux hommes.

Tableau 5. Résultat des réactions d’hemagglutination-inhibition chez les bovinés
des foyers d’encéphalite du nord de la Transylvanie

Réaction HAI

% de po-
sitivité

Recherches ¢ Territoires No. sérums
sérologiques étudiés étiudés positive | négative

Chez les bovinés appar- | zone boisée au

tenant aux familles | nord de la Tran-
avec des malades d’en- | sylvanie 111 88 23 20,5
céphalite a tiques

Les investigations sérologiques effectuées en Moldavie ont mis en évi-
dence toujours la présence des anticorps hemagglutino-inhibiteurs chez
les hommes et les animaux se trouvant dans les foyers d’encéphalite a
tiques de Bacau et des zones forestiére de Suceava.

Le schéma topographique des foyers d’encéphalite étudiés & Bacau est
présenté dans la figure 1; on y voit que les deux malades C. C. et I. M.,
chez lesquels le diagnostic fut posé cliniquement et sérologiquement
(foyer C—I), habitaient le méme endroit. Quatre autres cas a évolution
léthale proviennent: deux du foyer T—P, et deus sont répartis entre le
foyer CO et MI. :
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Les réactions d’hemagglutination-inhibition ont mis en évidence la
présence des anticonps pour le virus a tiques (a un taux de 1/10—1/640)
chez 18 (11%) des 159 personnes étudiées dans le foyer C—I, chez 8 (17%)
des 18 personnes du foyer T—P et chez 5 (16%) des 31 personnes du foyer
CO. Le quatriéme foyer, qui est plus isolé, n’a pas été étudié du point de
vue de I'incidence des anticorps antiencéphalitiques.

I1 résulte donc que des 238 personnes des trois foyers, 31 ont eu des
anticorps hemagglutino-inhibiteurs (13%). Chez 5% des autres 93 sérums
prélevés chez les sujets habitants les différentes régions non définies, on
a mis en évidence des anticorps hemagglutino-inhibiteurs.

Le pourcentage des réactions positives, calculé pour toute la commune,
atteint 10,5% (331 sérums étudiés, dont 35 positifs).

% Nord de/a,  Suceava
50 Transilvanie 7%

£ // l% -l

0 0 20 30 40 50 60 Mage ~Baneasa

Fig. 4 Fig. 5

Fig. 4. Incidence des anticorps hemagglutino-inhibiteurs, par groupes d’dge, dans
la commune de la Région de Bacau (Moldavie).

Fig. 5. Foyers sur le territorie de la RSR étudiés sérologiquement.

\

Sur la figure 4 on peut voir que dans les 3 foyers étudiés I'incidence
des anticorps hemagglutino-inhibiteurs subit une augmentation directe-
ment proportionnelle a ’age. ‘

L’étude des anticorps chez 25 des bovinés a mis en évidence leur pré-
sence chez 4 de ces animaux (16%). Les enquétes épidémiologiques ont
établi que trois enfants a provenance des foyers, avec I’encéphalite,
buvaient du lait des vaches avec les anticorps spécifiques.

La présence des anticorps chez les habitants de certaines zones fore-
stiéres de Suceava, était établie dans les 4 des 40 sérums étudiés (10%).

Les résultats obtenus par nous démontrent clairement que dans cer-
taines régions du pays (fig. 5), I'infection par le virus a tiques est pré-
sente chez les hommes, et chez les animaux.

CONCLUSIONS

1. L’isolement du virus a tiques du malade avec encéphalite habitant
la Dobroudja, ainsi que le diagnostic sérologique de l'infection par le
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virus a tiques dans une série de cas de méningoencéphalite et d’encépha-
lomyé¢élite de Transylvanie et de Moldavie, ont mis en évidence 'existence
des foyers d’encéphalite a tiques dans ces régions du pays.

2. Les recherches sérologiques effectuées chez les hommes et les ani-
maux de ces foyers ont établi la présence des anticorps spécifiques du
virus a tiques aux taux trés élevés.

3. Dans certaines collectivités de la Dobroudja, les anticorps fixateurs
de complément et les hemagglutino-inhibiteurs ont été trouvé dans un
pourcentage plus élevé chez les habitants de la zone limitrophe au bord
du Danube (17,7%—20%) que chez ceux habitants la zone de ,,sylvo-
-steppe” (4,2% — 5,8%).

4. Dans les fermes zootechniques de cette région, on a trouvé 43% de
reactions positives chez les trayeurs de vaches et de brebis, dans les
zones ayant un potentiel élevé pour le virus a tiques.

5. Dans les sérums humains prelevés en,Transylvanie dans les fa-
milles de certains malades avec encéphalite, le pourcentage des anticorps
hemagglutino-inhibiteurs est de 26,2% et chez le bétail appartenant a ces
malades de 20,5%.

6. En Moldavie, dans I'une des communes prés de Bacau, ou l'encé-
phalite a tiques s’est manifesté sous forme de petits foyers familiaux,
Iincidence des anticorps hemagglutino-inhibiteurs parmi les habitants se
place entre 10% a 17%.

N. Draganescu i Gr. Popescu

BADANIA KLINICZNO-EPIDEMIOLOGICZNE ORAZ SEROLOGICZNE
W NIEKTORYCH OGNISKACH ZAPALENIA KLESZCZOWEGO MOZGU
W SOCJALISTYCZNEJ REPUBLICE RUMUNSKIEJ

Streszczenie

Badania serologiczne przeprowadzone w gromadach w okolicy Dobrudzy, gdzie
u poszczeg6lnych osobnikéw wykryto wirusa kleszczowego zapalenia mézgu, pozwo-
lity na stwierdzenie obecno$ci przeciwcial wigzgcych dopelniacz oraz hemoagluty-
nin, o mianach duzo wyzszych u mieszkancéw okolic zalesionych, szczegélnie nad
brzegami Dunaju (17,7% i 16%) niz u mieszkancéw okolic stepowo-le§nych (4,2%
i 6,5%0).

U bydla w tychze okolicach stwierdzono obecno§é przeciwcial specyficznych dla
wirusa kleszczowego zapalenia mézgu, u duzej ilo§ci zwierzat przebadanych (20%).

W odniesieniu do zawodu badanych, stwicrdzono najwyzszy odsetek reakcji po-
zytywnych u dojarzy kréow i owiec (43%).

U czlonk6w rodziny poszczegbélnych chorych z zapaleniem mézgu, rochodzacych
z pbéinocnej Transylwanii, wykryto obecno§é przeciwcial u duzo wiekszego odsetka
0s6b przebadanych (26,2%) niz w gromadach zamieszkujgcych inne okolice kraju.
R6wniez u bydla, stanowigcego wiasno§é oséb chorych, procent reakcji pozytywnych
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byl niewspélmiernie wiekszy (20,5%) niz w grupach poréwnawczych zwierzat ba-
danych w innych cze$ciach kraju. W gromadzie wiejskiej z okolic Baku (Moldawia),
z ktérej pochodzilo dziecko z rozpoznanym klinicznie i serologicznie zapaleniem
moézgu kleszczowym, stwierdzono u mieszkancéw w 11% — 17% badanych obecno§é
przeciwcial hemoaglutyno-inhibitoré6w. U bydla w tejze miejscowo$ci przeciwciata
specyficzne wystepowaly u 16° przebadanych zwierzat.

H. Iporanecky, I'p. ITonecky

KIMHUKO-3NIUIEMUOJOIMYECKNE ¥ CEPOJIOTUYECKHUE MCCIELOBAHUA
E HEKOTOPHIX OYATAX KIJIEMIEBOTO SHIE®AJIUTA B PYMBIHCKONI
COLIMAINUCTUYECKON PECIYBJIMUKE

CoxzepxaHue

CepoJiorM4yecKyie MCCIeAOBAaHUA IPOBEleHHbIE B JAEPeBHAX B paiioHe [oOpyaKm,
rge y OTAeNbHBIX JUI OOHApPyXMBaJAM BUPYC KJIELIeBOro SHuedaauTra, Aajay BO3MOK-
HOCTh KOHCTATMPOBATHL HAJM4YMe AHTUTEJ CBA3BIBAIOIIMX KOMIUIMMEHTBI M TIeMOarJio-
TUHMHOB GoJiee BBICOKOTO TUTPA y KUTEJEH JIECHBIX TEePPUTOpPMii, 0coOGeHHO Ha TIo-
6epexby Hynaa (17,7% wu 16%) uyem y KuTeseil JIecO-CTENHBIX TeppuTopuit (4,2%
u 6,5%).

V¥V ckora Ha 3T™MX Teppuropuax B 20% oOHapy:RMBaNM HaaM4Me aHTUTEJN, creumdn-
YeCKMX AJIA BUPyCa KJELeBOro SHuedaanra.

CaMblif BBICOKMII IMIPOLIEHT MOJOXKMUTEJIbHBIX peakumui Habmoxajca y AOAPOB KOPOB
u oBer; (43%).

Y 4JIeHOB CEMENCTB, OTAEJBbHBIX OOJBHBIX C SHLEMaINTOM, MPOKMUBAKIMX B ChIP-
"oyt TpaHcuaBaHMM OOHAPYRMBAJIM HalW4ye AaHTUTEJ B 3HAYUTENBHO 0oJiee BBLICOKOM
nporente (26,2%), yem y xKwureieil APYyrMx payoHOB cTpaHbl. TakiKe y CKoOTa, Npu-
HajJexallnero K OOJbHBIM, MNPOLEHT IIOJIOXKMUTENbHbIX Peakumii ObLI Henponopumo-
HajgbHO BbIIIe (20,5%), yeM B rpynmnax KOHTPOJBHBIX IKMBOTHBIX MCCJIENOBaHHBIX
B JpyrMx paioHax cTpasbl. B JepeBeHCKOM IiocenKe, paiioHa Baky (Moaxasua),
13 KOTOPOrO TPOMCXOAMJ PeDeHOK ¢ KJIMHMYECKVM M CepPOJOTMYEecCKMM JAMarHocTupo-
BaHHBIM KJEILIeBbIM 9HIedanuToM, y McCAeAoBaHHbIX Kurenxeir B 11—17% obHapy-
KUBaANM HaIM4Me aHTUTeJ IeMOarjJiTUHO-MHIMOMTOPOB. ¥ CKOTa B TOH-3XKe Mecr-
HocTu crenmduyeckKue aHtuTena Habmomamuce B 16% wmcciaenoBaHHBIX IKMBOTHBIX.
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NEUROPATOLOGIA POLSKA
1966, IV, 3—4

E. OSETOWSKA, Z. WROBLEWSKA-MULARCZYK

LESIONS TISSULAIRES DANS L'ENCEPHALITE A TIQUES
EXPERIMENTALE

Institut de Neuropathologie, Académie Polonaise des Sciences, Varsovie
Departement de Virologie, Institut d’Hygiéne a Varsovie

L’objet principal de cet étude était la comparaison des changements
cérébraux obtenus aprés l’inoculation des souris avec les virus de
’encéphalite a tiques et notamment: avec les virus de I’Encéphalite
Européenne Centrale (CEE-virus), souches: polonaise Klodobok et Czeck-
Hypr, le virus de Kyasanur Forest Disease et le virus de Fiévre Hémo-
rrhagique d’Omsk (OHF). Tous ces virus appartenant au groupe B de Ca-
sals, difféerent pourtant dans leur pathogénie naturelle. Les deux pre-
miers présentent des souches classiques d’encéphalite, les deux suivants
provoquent une virémie générale avec des symptomes cutanés hémo-
rrhagiques.

On a employé dans les expérimentations: le virus Klodobok, passage
34 et 37; le virus Hypr — passage 48 et 50; virus KFD — passage 16 et 19;
le virus OHF — passage 14 et 16, On a préparé l'inculum sous forme de
souspension de tissu cérébral des souris dans la solution physiologique
avec le 10% du sérum équine. La souspension fut diluée jusqu'a obtenir
la concentration du virus a peu prés égale aux 1000 LDjs, (0,03 ml.
intracérébralement pour la souris).

Les souris adultes, de poids d’environ 15 g, ont été inoculées intra-
cérébralement (0,03 ml) et souscutanément (0,15 ml) dix souris pour
chaque virus et chaque route d’introduction. Les souriceaux ont recu
respectivement 0,01 intracérébralement et 0,05 souscutanément dans
les groupes correspondants. Les animaux étaient recueillis aprés les
symptomes cliniques apparus, généralement entre 7 et 9 jours aprés
Iinoculation. On a eliminé de la verification histologique les cerveaux

Ce texte constitue le large resumé des travaux de mémes auteurs publiés dans
»Neuropatologia Polska” 1965.I111. 231—244 et 1966 IV. 63—82 — pour l’iconographie
voir les textes complets. L’étude expérimentale supportée par P. L. 480 U.S. Public
‘Health Program, agrément 227703.
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des souris tombées pendant les nuits; on n’a pas obtenu de résultats en
certains groupes des souriceaux & cause du cannibalisme des méres et
a cause des difficultés techniques d’enlever les cerveaux.

Technique histologique: fixation au formol, inclusion a la
paraffine, coupes en séries continues, coloration avec I’hématoxiline-
-éosine et avec le crésil violet.

Les souris adultes, inoculées intracérébralment ont developpé la méme
image pathologique pour tous les virus employés sans la possibilité
de différentiation d’'un cas a l'autre. La comparaison sommaire entre
les groupes entiers permet apercevoir les réactions inflammatoires plus
violentes dans le groupe de Hypr et de KFD, avec une participation des
leucocytes dans la formule inflammatoire, Au point de vue de la topo-
graphie du processus ce matériel est inutilisable a cause de la concen-
tration des lésions sur les niveaux atteints par la technique d’introduc-
tion de Iinoculum.

Le groupe adulte avec I'inoculation souscutanée présente les différences
quantitatives quand’a frequence de contamination. Le groupe inoculé
avec le virus OHF developpa I'image d’encéphalite seulement dans un
cas; celui de KFD seulement dans trois cas. Les souches de Klodobok
et de Hypr ont provoqué ’encéphalite dans tous les cas, avec certaines
différences d’intensité du processus d’'un cas a l'autre. L’image encé-
phalitique évoluée était supérpo-sable dans tous les groupes. La structure
du processus était aussi similaire dans tous les cas positifs. On observait
la prévalence des lésions aux niveaux du thalamus, du mesencéphale
et du cervelet avec le tronc cérébral. L’accumulation d’atteinte in-
flammatoire était toujours plus grande dans les structures grises
souscorticales et dans les structures du tronc, quoique I’écorce dans tous
les cas était aussi gravement atteinte. La structure du processus était
dans tout le matériel similaire: les infiltrations périvasculaires lympho-
cytaires avec une forte composante microgliale, la microglie toujours
dispersée, affluant d’entourage. Dans I’écorce on observait la microglie
dispersée en batonnet, presque jamais de ncdules neuronophagiques. Les
altérations neuronales et les nécroses électives depassaient réguliérement
Iintensité des changements inflammatoires. Les méninges étaient tou-
jours infiltrées.

Le matériel obtenus chez les souriceaux aprés l'inoculation intra-
cérébrale était en général comparable avec celui des souris adultes mais
beauccup plus abimé par la technique intracérébrale: dans la plupart de
cas on n’a recu que des coupes fragmentaires. Apres I'inoculation souscu-
tanée tous les souriceaux ont developpé l’encéphalite (a I'exception du
groupe OHF, ou une souris resta intacte et les autres ont été devorées
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par la mére) avec des lésions aigués et un peu différentes de groupe
adulte. Les infiltrations périvasculaires concernaient surtout les vaisseaux
petits et capillares, formant de minuscules nodules périvasculaires. Dans
la formule inflammatoire prévalaient les lymphocytes. Les altérations
parenchymales étaient égales a celles du groupe adulte. Au point de vue
topographique le processus était accentué dans I’écorce et dans les struc-
tures olfactives basales. Les niveaux postérieurs étaient légérement
épargnés en comparaison avec les niveaux antérieurs. Les caractéres
pathologiques étaient superposables pour tous les virus employés.

Les résultats obtenus semblent prouver que pour les virus apparentés
sérologiquement les manifestations histologiques sont les mémes et dépen-
dent seulement de la route de I'inoculation et des proprietés individuelles
du cerveau-hote.

E. Osetowska, Z. Wréblewska-Mularczyk

USZKODZENIA TKANKI MOZGOWEJ W DOSWIADCZALNYM
KLESZCZOWYM ZAPALENIU MOZGU *

3. OceroBcka, 3. BpydaeBcka-Myaapunk

IIOBPEXJEHMS MO3TOBOM TKAHU
B DKCIIEPMMEHTAJBHOM KJEIEBOM SHIIEPAJIUTE

* E. Osetowska, Z. Wréblewska-Mularczyk: Neuropatologia do§wiadczalnego
kleszczowego zapalenia mézgu. I. Obraz moézgu po zzkazeniu domézgowym myszy
dorostych, Neuropatologia Polska 1965, I1I, 231—244; 1966, IV, 63—82.
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V. VINCE, N. GRCEVIC

HISTOPATHOLOGIE DER DURCH IN JUGOSLAWIEN ISOLIERTEN
VIRUSSTAEMME VERURSACHTEN EXPERIMENTELLEN
ZECKENENZEPHALITIS

Virologische Abteilung des Instituts fiir Gesundheitswesen der SR Kroatien, Zagreb
Neuropathologisches ILahboratorium der Medizinischen Fakultdt zu Zagreb

Schon seit 1947 wird die in den nordwestlichen Gebieten Jugoslawiens
(in Slovenien) regelméssig jede Saison wiederkommende Erscheinung der
endemischen oder epidemischen Meningoenzephalitis verfolgt. In 1953
wurde die Klinik, Epidemiologie und Virologie dieser Krankheit zum
ersten Mal griindlich studiert und in mehreren Publikationen verdéffent-
licht (Kmet, 1955; Bedjanic et al. 1956, Vesenjak-Zmijanac et al. 1955),
wobei in 60% der Fille festgestellt wurde, dass die Infektion von Zecken
tbertragen wird. Das klinische Bild der Erkrankten zeigt typische Eigen-
schaften des sogenannten westlichen Typs der Zeckenenzephalitis.

Wiéhrend der ersten Epidemie in 1953 wurde aus dem Blut eines
Patienten in der prodromalen Phase der biphasyschen Meningoenzepha-
litis der infektiose Erreger isoliert (Vesenjak-Zmijanac et al. 1955), der
nach seinen biologischen und serologischen Eigenschaften in die Gruppe
der neurotropischen Viren eingereiht wurde. Der isolierte Erreger unter-
schied sich antigenisch nich vom russischen, tschechischen oder osterrei-
chischen Stamme der Zeckenenzephalitis und vom Louping-ill-Stamme
(Pond et al. 1955, Vesenjak, 1961). Dieser ,,Slovenia BS” benannter
Stamm wird als Erreger der Virusmeningoenzephalitis in Slovenien
betrachtet. Dasselbe Virus wurde aus der Zecke Ixodes ricinus isoliert
(Likar et al. 1956, Vesenjak-Hirjan et al. 1965). Bei der abermaligen
Epidemie in 1960 (Bedjanic et al. 1964) wurde aus dem Blut eines
Patienten der Stamm ,,Omerzu” isoliert, welcher dieselben Eigenschaften
zeigte wie der Stamm ,,Slovenia BS” (Vesenjak-Hirjan, 1961).Um eine
Einsicht in die biologischen Eigenschaften des Virus zu gewinnen, wurde
in 1960 mit dem Stamm ,Slovenia BS” eine Serie experimenteller
Inokulationen in weissen Méusen vorgenommen. Die ersten prédliminaren
histologischen Analysen des Materials entsprachen den Befunden bei
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einer Enzephalitis und Leptomeningitis, bzw. einer Polioenzephalitis
und akuter Poliomyelitis (Vesenjak et al. 1961).

Zum Zweck des weiteren Studiums der experimentellen Zecken-
enzephalitis haben wir eine neue Serie von Versuchen vorgenommen, bei
denen wir ausser den ,,Slovenia BS” auch den ,,Omerzu” Stamm ange-
wandt haben,

Bei unserem Versuch begrenzten wir uns auf die erwachsene weisse
Maus, die bei Untersuchungen der Zeckenenzephalitis am meisten ver-
wendet wird. Der Schwerpunkt unserer Priifung in diesem Versuch war
auf den histopathologischen Verdnderungen im zentralen Nervensystem.
Das Virus ,,Slovenia BS” wurde aus der zweiundzwanzigsten und ,,Ome-
rzu” aus der achten Passage der weissen Maus genommen. Die Inokula-
tion wurde intrazerebral, intraperitoneal und subkutan an Gruppen von
je funf Maéausen, d.h. an insgesamt 15 Ma&usen fiir jeden Stamm in der
Verdinnung von 107! infizierter Mé&usegehirnsuspension durchgefiihrt. *
Die Tiere wurden geopfert, bzw. verendeten im Stadium eines ganz-
deutlichen klinischen Krankheitsbildes, das dem bekannten Verlauf und
der Symptomatologie der experimentellen Zeckenenzephalitis an der er-
wachsenen weissen Maus génnzlich entsprach (Przesmycki et al. 1956,
Verlinde et al. 1955, Subladze et al. 1954; Kovac et al. 1959) und bei
beiden Gruppen der Méause keine signifikante Unterschiede gezeigt hat.
Neuropathologische Bearbeitung.

Das Gehirn und das Riickenmark wurden nach Fixierung des Materials
in 10%-igem Formalin in Paraffin eingebettet und halbserienweise ge-
schnitten. Die Schnitte wurden mit H+E und Thyonin gefarbt.

HISTOLOGISCHE BEFUNDE

Die histologische Analyse zeigte eine Serie mehr oder weniger charak-
teristischen Verdnderungen, die wir einer besseren Anschaung wegen in
drei basische morfologische Gewebephédnomene zu gruppieren ver”
suchten. Diese Phidnomene fanden wir in verschiedenen gegenseitigen
Kombinationen und in verschiedener Intensitét,” doch haben wir wegen
der typischen und charakteristischen Erscheinungen jedes Phianomen ab-
gesondert beschrieben und benannt.

Typ I (der ,,meningo-vasculdre” Typ der Reaktion) ist durch eine me-
ningo-vasculdre Verteilung von entzilindlichen und necrotischen Lia'sjonen

* Die Vorbereitung des Virus und die Inokulation der im Institut gewonnenen
Maiusesucht, als auch die Vorfolgung des klinischen Verlaufes der Infektion erkran-
kter Tiere, wurde von Dr E. Soo§ durchgefiihrt, dem wir an dieser Stelle herzlich
danken.
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gekennzeichnet. Diese Lésionen stellen eigertlich eine Meningitis dar,
mit Verbreitung des Prozesses in Virchow-Robins-Réumen und Ein-
wirkung-auf die Gefdsswénde (Abb. 1). Neben lymphozytaren und leuko-
zytaren Infiltraten und der Endothel- und Fibroblastenproliferation ist
die Erscheinung der Erythrozytenextrawasaten typisch, so dass die pe-
rivasculdren necrotischen Herde hie und da einen ausgesprochenen hi-
morrhagischen Charakter darbieten.

Da die Vaskulitis keine Tendenz einer Obliteration aufweist (Abb. 2),
sind die nekrotischen Lasionen offenbar die Folge einer unmittelbaren
toxischen Wirkung des Virus und weniger die Folge hypoxischer Natur,
obwohl auch diese Komponente als Begleitfaktor in Betracht gezogen
werden kann. Dieses Phidnomen, wenn allein fiir sich selbst interpretiert,
stellt das typische Bild einer disseminierten Entzlindung mit starker to-
xischer Wirkung auf die hdmatoenzephale Barriere und Durchbruch die-
ser Barriere an jenen Stellen dar, wo die Wand der Blutgefédsse durch
den entzilindlichen und nekrotischen Prozess mehr vulnerabil ist.

Typ II (der ,,angio-enzephalotoxische” Typ) ist im Grunde ein unspe-
zifisches, jedoch im Laufe dieses Versuches fast stdndig vorkommendes,
morphologisches Phdnomen. Zum Unterschied vom Typ I, spielt sich
dieses Phanomen auf dem Niveau der Vorkapillaren und Kapillaren und
weniger im Bereich grosseren Gefédsse ab, und hat keine scheinbare Ver-
bindung mit den Leptomeningen. Dessen Hauptmerkmale sind eine ma-
ximale Hyperdamie mit extensiver Transsudation und Extravasation
(Abb. 3). An manchen Stellen in den vom Transsudat durchtréankten peri-
vasculdren Herden kommt eine Nekrose vor, die wegen des kleinkdrnigen
Kern- und Gewebezerfalls von typischer, staubiger Struktur ist (Abb. 4).
Hier wird auch auf das typische Bild eines Status spongiosus gestossen
und sogar auf das Bild einer Erweichung, wobei nur eine sehr sparliche
oder Uberhaupt keine zelluldre Entziindungsreaktion vorkommt. Dieser
Verédnderungstyp erinnert an toxische oder toxoallergische Reaktionen
des Gewebes mit grosserer oder Kkleinerer Erythrozytenextravasation.
Vom Aspekt der Entziindung aus betrachtet, wiirde dies dem Bild einer
alterativen Entziindung, dem Stadium einer priméren Alteration des Ge-
webes durch das Virus, mit Hyperédmie, serdser Exsudation, und starker
fast areaktiver Nekrose entsprechen. Dieser Verédnderungstyp kann in-
dessen nicht gesondert betrachtet werden, da er mehr oder weniger mit
dem Typ I kombiniert vorkommt, doch war er in manchen Fillen so {iber-
wiegend, dass wir ihn als Charakteristikum getrennt haben.

Typ III (der ,neurotropische” Typ) stellt hauptsdchlich eine Reihe de-
generativer Veranderungen an den Neuronen dar, die mehr diffus vor-
kommen und keinen Eindruck einer Verbindung mit den perivaskuldren

http://rcin.org.pl



352° V. Vince, N. Grgevié

Herden erwecken (Abh; 5, 6)., Von diesen Verdnderungen sind hauptsi-
chlich grossere Zellen, besonders an prédilektiven Stellen betroffen, Ob-
wohl diese Verdnderungen vom Standpunkt der Neuropathologie unspezi-
fisch sind, kénnten wir sie in zwei Grundtypen einteilen. Der eine (III-a)
ist durch die Homogenisierung des Zytoplasmas und grobkoérnigen Zerfall
des Kernes und des Zytoplasmas charakterisiert, wiahrend es beim zwei-
ten Typ (III-b) in erster Linie zur Vakuolisierung des Zytoplasmas und
lythischer Desintegration des Kernes kommt. Im ersten Fall verliert die
Zelle ihr normales Aussehen. Die Nisslsubstanz zerfliesst, das Zytoplasma
wird homogenisiert und basophyl, bricht klumpenweise ab und demar-
kiert sich vom Kern, Diese ,,grobkérnige Homogenisation” fiihrt zu stér-
kerem Hervorheben der einzelnen Fragmente des Zytoplasmas und des
Kernes, was den falschen Eindruck von Inklusionen bieten kann. Echte
Inklusionen wurden in unserem Material nicht vorgefunden. Die zweite
»vakuoldr-lytische Desintegration” der Zellen kann besonders in Ver-
bindung mit den Gewebeverdnderungen des Typus II vorkommen, bei
welchen der transsudative bzw. serds-exsudative Faktor das flirende Phéa-
nomen ist und wir daher der Meinung sind, dass diese Verdnderungen in
diesem Sinne interpretiert werden sollen.

Die drei angefiihrten Prototypen der destruktiven Gewebeverdnderun-
gen kommen qualitativ und quantitativ in verschiedenen gegenseitigen
Kombinationen vor. Die Klassifizierung haben wir nur zum Zweck einer
leichteren und tbersichtlicheren Interpretation der Ergebnisse aufzu-
stellen versucht, mit dem Wunsch in die histologische Analyse solcher Ex-
perimente mehr Schematismus einzufiihren.

Ausser diesen wichtigsten morphologischen Phianomenen wird das Bild
durch Reaktionen des Stiitzgewebes, die sich bald nach priméren Ver-
letzungen melden, vervollstiandigt. Diese reaktive Vorginge sind unspe-
zifisch und entwickeln sich nach den bekannten Prinzipien der Reparation
der Verletzung in Nervengewebe und der Entzlindung im allgemeinen.

Die Astroglia zeigt an Stellen frischer Lé&sionen Zeichen der Degene-
ration mit Klasmatodendrose; es kommt bald auch zur Vermehrung der
Zellen vor, die in den ersten Stadien die Alzheimersche Astroglia I und
IT aufzeigen. Die weitere Phase ist durch Gliose charakterisiert, die im-
mer ein mehr fokales Aussehen behélt und besonders mit Lésionen des
Typ I verbunden ist. Die Vermehrung der Astroglia bemerkt man beson-
ders im Hirnstamm und im Riickenmark, wo sie sich auch ohne Entziin-
.dungsherde melden kann. In solchen Gebieten wirkt die Astroglia mit der
Mikroglia bei der Umkreisung der degenerierten Zellen und beim For-
miereren von Gliaknétchen an Stellen der desintegrierten Zellen.
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Ein kréftiges und frith wirkendes reaktives Element ist die Mikroglia.
Sie kommt in der Umgebung perivasculédrer Infiltrate vor, jedoch auch
diffus in den subpialen Zonen, regelmaéssig aber in der Funktion von Pha-
gozyten, degenerierte Ganglienzellen umgebend (Neuronophagie). ‘

In vielen Fillen bemerkt man auch typische mikrogliose Knotchen
Kornchenzellen wurden in den meisten Féllen nicht bemerkt.

Die Proliferation des Endothels der Blutgefdsse und der mesenchy-
malen Elemente weicher Hirnhédute ist eine regelméssige Begleiterschei-
nung der Verédnderungen in den Herden Typ I. Die Schwellung und Pro-
liferation des Endothels der Kapillaren meldet sich stdnding beim Typ II.

Aus den Tabellen die wir darbringen, kénnen wir mehrere Wahrneh-
mungen machen. Wie aus Tabelle I und II hervorgeht, ist die Anordnung
der vertretenen Lésionstypen durch drei verschiedene Symbole fiir die
Typen I, IT und III dargestellt. Die Inkubations- und Krankheitsdauer bei
den Gruppen ,,Omerzu” (Tabelle 1) und ,,Slovenia BS” (Tabelle 2) waren
am kiirzesten bei der intrazerebralen, und am ldngsten bei der subkuta-
nen Inokulation.

Die Intensitdt der Verdnderungen bei allen drei Typen trat am starks-
ten in den Gruppen der intrazerebral inokulierten Tieren hervor. Hier
herrscht der meningovasculdre Verdnderungstyp. Jedoch auch in den
Gruppen mit intraperitonealer und subkutaner Inokulation, besonders
bei den mit dem Virus ”Slovenia BS” geimpften Tieren, stossen wir auf
Félle, die sich morphologisch von jenen der intrazerebral inokulierten
nicht unterscheiden (Nr 7, 13, 22, 25). In manchen Fillen ist der Typ I
sowohl bei der intraperitonealen als auch bei der subkutanen Inokula-
tion vollig abwesend. Der angioenzephalotoxische Verdnderungstyp, d.h.
der Typ II, ist regelmdissig vertreten, am intensivsten bei der intrazere-
bralen, jedoch zuweilen sehr stark auch bei der intraperitonealen und
subkutanen Inokulation.

Degenerative Verdnderungen bei den Neuronen, d.h. unser Typ III,
sind in allen Féllen vertreten. Der Unterschied zwischen der intraperito-
nealen und subkutanen Inokulation ist nicht signifikant.

In bezug auf die Préadilektion der Verdnderungen war unser Material
fir eine erschopfende statistische Analyse unzureichend und wir daher
diese in einer neuen Versuchsserie durchgefiihrt werden. Wir haben in-
dessen wahrgenommen, dass in der mit dem ,,Omerzu” Stamm inokulier-
ten Gruppen die Tendenz einer Anhdufung von Léisionen in den peri-
ventrikuldren Regionen, im Gehirnstamm und im Rickenmark vorher-
rschte, widhrend in der mit dem Stamm ,,Slovenia BS” inokulierten
Gruppe diese Tendenz ausblieb, wo die Erscheinungen mehr diffus, mit
mehr kortikalen Verdnderungen hervortraten.
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Bei einigen Tieren stossen wir auf umfangreiche hypoxische Verén-
derungen, die offensichtlich durch Ertrankung und Asphyxie hervorge-
rufen wurden.

Zum Schluss sei bemerkt, dass auf Grund unseres Versuches kaum die
Rede vom Tropismus des Virus sein kann, da viszerotropische Reaktionen

Tabelle 1. Mit dem Stamm ,,Omerzu” inokulierte Weisse Mé&use ilibersicht
des Experimentes
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Tabelle 2. Mit dem Stamm ,Slovenija B.S.” inokulierte weisse Miuse tiibersicht
des Experimentes
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im allgemeinen ebenso oft wie neurotropische vorkommen, insofern es
auf Grund einer histologischen Analyse liberhaupt mdéglich ist iiber den
Tropismus des Virus zu diskutieren. Diese préaliminaren Ausfiihrungen
stellen die histologischen Charakteristiken von Lésionen im Nervensystem
mit unserem verwendeten Stammen fest, wihrend das Studium der Ver-
teilung der Lé&sionen und der Entwicklung des pathologischen Prozesses
in einer anderen Versuchsreihe vorgesehen ist.
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V. Vince, N. Gréevié

HISTOPATOLOGIA DOSWIADCZALNEGO KLESZCZOWEGO ZAPALENIA
MOZGU WYWOLANEGO PRZEZ WYIZOLOWANE W JUGOSELAWII WIRUSY

Streszczenie

Praca stanowi kontynuacje¢ badan do$wiadczalnych prowadzonych w Jugostawii
nad wirusami Slovenia BS i Omerzu przenoszonymi przez kleszcze Ixodes ricinus
i wywolujacymi obserwowane w Jugostawii pin.-zach. od 1947 r. sezonowe epide-
miczne lub endemiczne zapalenie opon i mézgu. Do§wiadczenie przeprowadzono na
biatych myszach. Wirus Slovenia BS pochodzit z 22 pasazu, Omerzu z 8. Do inoku-
lacji uzyto zakazonej zawiesiny moézgu myszy w rozcienczeniu 10-!, ktérag podawano
domézgowo, dootrzewnowo i podskérnie w grupach po 5 myszy, lgcznie 15 dla kaz-
dego szczepu. Po wystapieniu typowego zespolu chorobowego myszy zabijano. Mo6zg
i rdze po utrwaleniu w 10% formalinie zatapiano w parafinie, krojono w serie nie-
cigglte i barwiono hematoksyling — eozyng i tioning.

Obserwowane zmiany morfologiczne mozna ujaé w 3 podstawowe grupy:

Grupa I — ,,oponowo-naczyniowy” typ reakcji, wlasciwie meningitis z penetra-
cjg naciekéw do tkanki wzdluz naczyn. Nacieki limfocytarno-leukocytarne. Typo-
wo wystgpujace krwinkotoki nadajg okolonaczyniowym ogniskom martwicy cha-
rakter krwotoczny.

Grupa II — ,angio-encefalotoksyczny” typ reakcji z maksymalnym przekrwie-
niem i rozleglymi przesieckami, gléwnie wok6t wlo§niczek i przedwlo§niczek, mniej
wokoél wigkszych naczyn $rédmigzszowych. Miejscami wystepowaly tutaj okolona-
czyniowe zmiany gabczaste lub pelne martwice bezodczynowe albo z minimalng
tylko reakcjg zapalng. Ten typ zmian przypominal odczyny toksyczne lub tokso-
alergiczne,

Grupa III — ,neurotropowy” typ reakcji z niespecyficznymi zmianami zwyrod-
nieniowymi w neuronach, zwlaszcza wigkszych. Zmiany mialy charakter homo-
genizacji z gruboziarnistym rozpadem cytoplazmy i jadra (typ IIIa), albo tez wa-
kuolizacji cytoplazmy z karioliza (typ IIIb). Te trzy typy zmian tkankowych wyste-
powaly w réznym stosunku jakoSciowym i ilo§ciowym, w najwiekszym nasileniu
u myszy zakazonych domézgowo, przy czym w tej grupie dominowal oponowo-na-
czyniowy typ reakcji. II grupa reprezentowana byla dosy¢ regularnie u wszystkichs
zwierzat z najwiekszym natgzeniem zmian po podaniu domézgowym. Zmiany zwy-
rodnieniowe w neuronach obserwowano u wszystkich zwierzat. U myszy zakazo-
nych wirusem Omerzu dominowaty zmiany w okolicach przykomorowych, w pniu
i w rdzeniu, w przypadku wirusa Slovenia BS byly one bardziej rozlane, z wigk-
szym zajeciem kory.

B. Bunue, H. I'pueBuy

TUCTOIIATOJIOTUSA SKCIHEPUMMEHTAJBHOI'O KIIEIIEBOTO O3SHIIEDAJNTA
BBIBBAHHOT'O BUPYCAMM, U30OJMPOBAHHLIMIM B IOIOCJIABUU

ConmepxaHnue

Hacrosujaa pabora ABiIAeTCA NPOAOJIKEHMEeM IpPoBOAMMBIX B IOrocimaBum sKcne-
PMMEHTANBbHLIX McciiejoBaHnit Hag Bupycamyu Ciosennsa BS m Omep3y, nepeHOCHMMBIMIL
gJaemtamu Ixodes ricinus m BhI3bIBaWOLMMM HabJdmogaeMbli ¢ 1947 r. B ceBepo-3amnaj-
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HO¥ IOrocnaBuym CE30HHO-IMMAEMUYECKMIA M SHAEMMYECKMII MEHMHIMT ¥ SHuedaJnr.
OneIThl npoBOAMINCE Ha Oenblx Mbnuax. Bupyc CioBenmsa BS mpoucxoama ms 22
naccaxa, Omep3sy — u3 8. JIna MHOKYJIAUMM YNOTPeOasaau MHOENMPOBAHHYIO B3BeCh
Mo3ra Mblllei B passeneHmMu 10-!, KOTOPYIO BBOAMJIM BHYTPMMO3TOBBIM, BHYTPUOPIO-
LUMHHBIM M [OAKOXKHBIM IIyTEM B Ipynmax no 5 BeIueit, Bcero 15 AJs KaxkAOro IITaM-
ma. ITocse mosydeHMA TUIIMYHOTO CMHAPOMA MBbILIEH yMepIIBAAAN. ['OJOBHO! M CIIMH-
HOit Mo3rm mnocie cukcamym B 10% dopmanuHe 3anmmBanu mapacuHOM, cpe3anyu
E CepuM ¥ OKpalUMBaJdM IeMaTOKCUJIMH-303MHOM M TUOHWHOM.

HabGmionaemble MopdosormyecKmue M3MEHEHUA PaCnpefessioTcs I10 TPeM OCHOB-
HBIM TpyNmam:

T'pynna I — ,MeHMHreanbHoO-cocyaucrasa’ copMa pearuuu, COOGCTBEHHO MEHUHIUT
C NPOHMKHOBEHMEM MH(MMIOTPAaTOB B TKaHb II0 XOAY COCYZOB. JIumdanuTHO-IENKO-
LUTHbIE MHMUILTPATHL. TUNMYHBIE AManefe3bl NPUAAIT OKOJOCOCYAMCTBIM O4YaroM
HeKpo3a reMMOparmyeckuii xapakrep,

T'pynna II — ,aHrmo-sHuedasoTokcnyeckasa”’ chopma peagumMmM ¢ MaKCHMMAaJbHOM
runepemyeir M OOLUMPHBIMM SKCCyAaTaMy, TIJIaBHBIM 00pa3oM BOKPYT KanuJIsApos
¥ IpeKanujiaApoB, B MEHIIEi CTereHM BOKPYTI INapeHXMMAaTO3HBIX COCYAOB OOJbLILIEro
Kanmmbpa. B orTaenbHBIX ouyaraxX HaOJMOAZAANCh 37€Ch CIIOHIMOMAAJIbHBIE M3MEHEeHUd
aunbo apeaKTMBHBIE HEKPO3bl MJIM ¢ MMHMMAJbHOI BOCHAJMTENBHON pearumein. Dta
cdopma wu3MeHeHmit ObLIa CXOAHA C TOKCUYECKMMM JMOO TOKCO-aJJIePruyecKuMm
peakuuaMM.

Tpynma III — , HejiporpornHaa”’ dopMa pearIMii ¢ HecrelMMOUYSCKUMM JereHepa-
TUBHBIMM M3MEHEHMAMM B HelpoHaxX. VI3MeHeHMsa HOCMIM XapaKTep IOMOTeHM3anun
¢ KDPYNHO3EPHUCTBIM PacnajoM MIAKM-3Ke BaKyOAM3alUMy LUTOMJIAa3Mbl C KapUOJM30M
(dbopma 1II6). O™ Tpu OPMBI TKAaHEBbIX WM3MEHEHMIT OTAMYANMCH 3HAYUTEJIbHON
KOJMYECTBEHHO ¥ Ka4eCTBEHHOJ HEOJHOPOAHOCTBIO, OHM ObLIM Hambojee MHTEHCUB-
HBIMM y MBILIE MHMUIMPOBAHHBIX BHYTPMMO3IOBBIM ITyTeM, NPUYEM B 9TOi rpyIme
npeobiafaa MEHMHreaJbHO-BOCKyJsApHada opma peakumit. II rpynma pacnpege-
nAJachk NOBOJBHO PETyJIAPHO IO BCEM KMBOTHBIM, C MaKCMMAaJbHOM BbIPaXkKEeHHOCTBHIO
M3MEeHEeHMi1 IPY BHYTPMUMO3IOBOI MH(MeKuun. JlereHepaTMBHbIE M3MEHEHUA HENPOHOB
Habmomanuch y BCeX IXKMBOTHBIX. ¥ MbIlleil MH(peumpoBaHHBIX Bupycom Owmepsy
npeobyafiany M3MEHeHMA B ITapaBEHTPUKYJAPHBIX 00JIAaCTAX, B CTBOJE ¥ CIMHHOM
mo3re, npu uHMpeRuun Bupycom CihoBeHua BS — oHu Obuim Gosnee ancddy3HbIMM
¢ npeobiagaHueM M3MEHEHMII B Kope.
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OBBILDUNGSERLAUTERUNGEN

Abb. 1. Typischer Herd Typ I in der Hirnrinde. Entziindliche Infiltration und me-
senchymale Proliferation der weichen H&ute und Virchov-Robinsrdume mit Durch-
bruch im Hirngewebe, der Vaskulitis und beginneder Nekrose. H.E. x 240.

Abb. 2. Frische entziindliche Infiltrate Typ I am Ende eines perforierenden Ge-
fisses in der Hirnrinde. Ganglienzellen der Umgebung zeigen akute ischdmische
Verdnderungen (Asphyxie). HEE. x 180.

Abb. 3. Nekrotisch-hdmorrhagische Verdnderungen auf dem Niveau der Prékapil-
laren, doch ohne entziindliche Infiltrate in Ty II. Starke Hyperdmie, H.E. x 160.

Abb. 4. Akute nekrotische Vaskulitis mit seréser Exudation und starken Gewe-
beédem, Extravasation und ,,staubiger Nekrose”. Verdnderungen Typ II. HE. x 480.

Abb. 5, Homogenisierende Degeneration der Ganglienzellen mit grobkorniger De-
sintegration des Kernes und das Protoplasmas. Typ III-a. HE. x 840.

Abb. 6. Vakuoldr-lytische Desintegration der Ganglienzellen. Typ III-b. Vorder-
korner des Riickenmarks. H.E. x 840.
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NEUROPATOLOGIA POLSKA
1966, IV, 3—4

J. M. JABOTINSKI

DISTINCTIONS MORPHOLOGIQUES ENTRE LES INFECTIONS
NEUROVIRALES A CARACTERE ANTIGENIQUE PROCHE OU
IDENTIQUE

Institut de médecine expérimentale a Léningrad

Pour se faire une idée plus ou moins juste de 'aspect pathomorpholo-
gique de I'encéphalomyélite on ne saurait se borner, sous le rapport autant
morphologique que clinique, a étudier une seule ou quelques-unes des
régions du systéme nerveux, mais on devrait plutoét procéder a une ex-
ploration globale de I’encéphale et de la moelle, de méme qu’a ’examen
des certaines régions du systéme nerveux périphérique, somatique et
autonome, des viscéres et des tissus. D’ailleurs, le processus infectieux
doit étre étudié en plein dynamisme, sur un vaste matériel experimental
et/ou anatomo-pathologique, aux différents stades de maladie, I'incuba-
tion y comprise. Quant aux recherches morphologiques comparatives, il
serait recommandable de les effectuer sur des animaux de différentes
espéces, parmi lesquels — ceux que la neuro-infection en question frappe
dans des conditions naturelles — isatis, par exemple, lorsqu’il s aglt de la
rage arctique (dikovanié) et de la rage,

L’étude du systéeme nerveux en cas des processus pathologiques variés,
et notamment en cas d’infections, a démontré qu’on n’arrive pas a déceler
des altérations spécifiques dans les neurones ou autres structures mor-
phologiques, mais que I’ensemble de données recueillies sur la nature des
altérations et surtout sur leur extension topographique et le dynamisme
de leur évolution permet d’établir les caractéres morphologiques typiques
pour plusieurs maladies infectieuses (encéphalo-myélites transmissibles
rage, rage arctique (dikovanié), encéphalo-myélite de Tobolsk etc.), ce qui
servirait d’'un grand appui a I’analyse pathogénique et a la diagnose dif-
férentielle.

Les lésions des neurones ne sont observées que dans des régions ou des
noyaux déterminés et parfois nettement délimités, tandis que les autres,
tout proches qu’ils soient, restent indemnes, ce qui, avec un certain ca-
ractere de réaction inflammatoire et neurogliale, sert a différencier les
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infections neurovirales variées. Nous avons établi cette prédilection des
lésions dans le systéme nerveux au course de plusieurs encéphalites trans-
missibles — encéphalites écossaise et japonaise, méningo-encéphalite bi-
-ondulate (Jabotinski 1938, 1954 i 1957, Sviatoukhina 1957), et aussi en
cas de rage (Zoubova 1957, Konovalov 1965), de rage arctique (dikovanié),
d’encéphalite de Tobolsk (Konovalov 1964), d’encéphalo-myélite équine
(Jabotinski 1938) etc. On trouvera cités dans le présent article quelques
exemples des particularités topographiques des lésions dans les régions
et les noyaux du systéme nerveux, surtout — dans le tronc cérébral,
décelées au cours des recherches portées sur les infections neurovirales.

Les altérations pathomorphologiques des neurones lors de toutes les
infections neurovirales revétent généralement un caractére homogéne
(nécrobiotique), avec liquéfaction du cytoplasme, pycnose et désagréga-
tion du noyau, ce qui les rend impropres a servir de base pour une diag-
nose différentielle de ces infections.

Les recherches morphologiques expérimentales, réalisées pour la plu-
part sur des souris blanches et des isatis et largement portées sur plu-
sieurs régions du systéme nerveux, jouent souvent un role décisif dans
la diagnose différentielle des infections neurovirales a caractére antigé-
nique proche ou identique, dans les cas ou cette diagnose n’est pas réali-
sable a I’aide des méthodes sérologiques et virologiques.

Une vaste exploration des différantes régions du systéme nerveux
révele une valeur toute particuliére pour la diagnose morphologique dif-
férentielle des encéphalites neurovirales transmissibles. Toutefois, a cause
d’une grande ressemblance qu’offre leur aspect pathomorphologique dans
le syséme nerveux, seules les recherches morphologiques réalisées sur un
grand nombre des animaux d’essai (souris blanches), dans des termes
variés aprés l'infection, ont permis d’établir pour ces encéphalites quel-
ques distinctions dans la topographie et 1’électivité des lésions et dans la
réaction inflammatoire neurogliale et vasculoconjonctive. Les particula-
rités des altérations pathomorphologiques lors des encéphalites neurovi-
rales: encéphalo-myélites écossaise et a tiques, méningo-encéphalite bi-
-ondulante et d’auters encore, d’une si grade ressemblance sous le
rapport antigénique, présentent une valeur considérable quant a la
diagnose différentielle, les méthodes virologiques ne permettant pas
d’établir des distinctions entre les virus responsables de ces maladies.

En premier lieu, la dissemblance se traduit par des particularités topo-
graphiques dans les lésions graves des neurones au régions et aux noyaux
variés du systéme nerveux. Signalons qu’en n’apliquant que des méthodes
histologiques traditionnelles — coloration a I’hematoxyline-éosine, par
exemple, — et surtout aErés la fixation par formol, les chercheurs con-
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Fig. 1. Altérations nécrobiotiques des cellules motrices dans la région cervicale de
la moelle chez une souris blache atteinte d’encéphalite écossaise. Coloration d’apres-
Nissl.

Fig. 2. Hyperchromatose nucléaire et liquéfaction du cytoplasme dans les cellules
géantes de la formation réticulaire du tronc cérébral chez une souris blanche at-
teinte de meéningo-encéphalite bi-ondulante. Coloration d’aprés Nissl.
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Fig. 3. Lieu de perte des neurones dans la deuxiéme — troisidme couche de I’écorce
«érébrale chez une souris blanche atteinte d’encéphalite japonaise. Coloration
d’aprés Nissl.

Fig. 4. Lésion élective des neurones dans le noyau de ’hypoglosse (a droite), les
meurones du noyau dorsal du pneumogastrique gardant leur état normal chez un
isatis atteint de rage arctique (dikovanié). Coloration d’aprés Nissl.
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Fig. 5, Altérations nécrobiotiques dans les neurones du noyau de Deiters chez un
isatis atteint de rage arctique (dikovanié), Coloration d’aprés Nissl,

Fig. 6. Altérations nécrobiotiques dans les neurones du noyau central supérieur
de la calotte chez un ijsatis atteint d’encéphalite de Tobolsk. Coloration d’apres
Nissl.



Fig. 7. Inclusions cytoplasmatiques a granulation basophile dans les neurones de

la corne 'd’Ammon chez une souris blanche atteinte de rage arctique (dikovanié) —

a. Coloration d’aprés Nissl; Inclusions cytoplasmatiques homogénes de Babes-Négri

sans granulation basophile dans les neurones de 1’écorce cérébrale d’un isatis — b-
Coloration d’aprés Dominicci-Pigarevski.
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centraient toute leur attention a 'infiltration inflammatoire et sous-esti-
maient la présence, la gravité et la topographie des lésions dans les neu-
rones. C’etait par exemple, le cas de ’encéphalo-myélite japonaise (Ka-
wamura avec colab. 1936, Takaki 1934 et autres). Ces auteurs présumaient
a tort que les altérations dégénératives dans les cellules nerveuses jouent
un role secondaire par rapport aux réactions vasculaire et neurogliale.

Tout le groupe d’encéphalites transmissibles neurovirales étudiées dans
notre laboratoire est caractérisé par une lésion qui apparait dans des con-
ditions expérimentales dans les cellules motrices de la moelle (fig. 1),
mais il en est quelques-unes qui offrent quelques particularités. C’est
ainsi que dans tous les cas d’encéphalite a tique ou de méningo-encépha-
lite bi-ondulante, ce ne sont que les cellules motrices qui se trouvent lé-
sées dans la moelle et notamment dans la région cervicale, tandis que
lors de I’encéphalite écossaise les altérations de ces neurones sont loin
d’étre présentes dans tous les cas et, en outre, des altérations sont obser-
vées en méme temps dans les cellules des cornes postérieures. Dans I’encé-
phalomyélite japonaise, contrairement aux autres encéphalites transmis-
sibles, les cellules motrices se trouvent entrainées dans le processus
morbide d’une facon plus ou moins égale sur toute la longueur de la
moelle.

Les plus grandes dissemblances sont observées dans certains noyaux
du tron cérébral. Si, par exemple, lors d’'une méningo-encéphalite bi-on-
dulante, les neurones des noyaux moteurs du trijumeau offrent presque
constamment de graves altérations, I'encéphalite écossaise, par contre,
n’y produit pas généralement de déviations appréciables. Les noyaux sen-
sitifs du méme nerf ou les noyaux du raphé du pont de Varole au méme
niveau ne sont pas altérés, D’ailleurs, au cours de cette neuro-infection-ci,
des lésions sont souvent observées dans les cellules géantes de la forma-
tion réticulaire (fig. 2) et assez fréquemment — dans celles des noyaux
rouges et des noyaux de Deiters. Une moitié a peu prés de groupe de sou-
ris blanches, sacrifiées a 1'état grave, présentaient des altérations consi-
dérables dans les cellules de Purkinje du cervelet. Lors de I’encéphalite
a tique extréme-orientale printaniére et estivale on a décelé chez des
hommes de graves altérations dans les cellules de l'olive inférieure et
dans celles du plancher du IV ventricule, et notamment — du novau dor-
sal du pneumogastrique. Par contre, dans le méningo-encéphalite bi-on-
dulante expérimentale, les lésions au niveau des olives inférieures ou des
noyaux dorsaux du pneumogastrique ne sont guére observées.

L’encéphalite japonaise est caractérisé par une lésion des neurones
dans les noyaux du glosso-pharyngien et du facial, noyaux vestibulaires
et rouges, noyaux du cervelet, noyaux cunéiformes et ceux du cordon
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gréle. Les altérations de ces noyaux sont observées tant au course des
expériences sur des souris blanches que dans les cas ou la maladie at-
teint les hommes. Contrairement a l’encéphalite japonaise, les lésions
dans les neurones du facial ne sont pas typique pour I’encéphalite écos-
saise.

Généralement, les cellules nerveuses de ’écorce cérébrale ne sont que
faiblement lésées lors des encéphalites transmissibles, toutefois, dans
I’encéphalite japonaise ces lésions sont plus frequentes (fig. 3). La mé-
ningo-encéphalite bi-ondulante ne provoque que bien rarement une lé-
sion dans les neurones de 1’écorce cérébrale, mais plus souvent elle en-
globe dans le processus morbide les ganglions de la base du cerveau.

Les particularités des réactions inflammatoires vasculo-conjonctive et
névrogliale, dues aux différentes infections neurovirales, peuvent servir
de facteur supplémentaire pour la diagnose différentielle de ces maladies.
Contrairement a l'opinion accréditée selon laquelle la présence du pro-
cessus inflammatoire est typique pour les maladies infectieuses, et no-
tamment — pour les infections neurovirales, nos recherches ont dé-
montré que dans le systéme nerveux ce processus peut étre quasi totale-
ment absent (en cas d’encéphalomyélite équine) ou faiblement exprimé
et revétir un caractére nettement secondaire (par exemple, en cas de
méningo-encéphalite bi-ondulante) ou enfin, étre tres intense, ce qui
a lieu en cas de rage.

Les phénomeénes réactionnels inflammatoires peu appréciables de la
part des éléments vasculo-conjonctifs et de la névroglie, en présence de
graves lésions dans les neurones, observés lors de l’encéphalomyélite
équine en URSS, ont premiérement donné lieu a présumer que cette ma-
ladie n’était pas due a une infection neurovirale, mais résultait d’une
intoxication alimentaire.

Quoique la réaction inflammatoire, souvent observés au cours de ’encé-
phalite écossaise revéte un caractére secondaires par rapport aux alté-
rations des neurones, elle n’en figure pas moins au priemier plan du ta-
bleau pathomorphologique général. Quant & la méningo-encéphalite bi-
-ondulante, elle n’offre pas de réaction inflammatoire constante, qui fait
complétement défaut dans de nombreux cas et recule toujours au deu-
xiéme plan par rapport aux altérations des neurones.

I1 existe entre les encéphalites neurovirales sus-mentionnées encore
quelques distinctions dans le caractére de la réaction névrogliale et dans
le temps qu’elle met & apparaitre apres 'infection des animaux.

Une diagnose différentielle des infections neurovirales, antigéniquement
apparentées — rage, rage arctique (dikovanié) et encéphalo-myélite de
Tobolsk s’est avérée réalisable lors d’une exploration morphologique ex-
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périmentale du systéme nerveux, largement portée sur ses régions et ef-
fectuée sur des animaux de différentes espéces (isatis, chiens, souris blan-
ches). Il s’est trouvé que les premiers conviennent le mieux pour des re-
cherches expérimentales vu qu’ils sont atteints de rage arctique (dikova-
nié) et de rage dans des conditions naturelles. Dans chacune de ces in-
fections neurovirales, on observe chez les isatis de différents symptomes
pathologiques et des dissemblances bien nettes dans ’aspect pathomor-
phologique. L’infenction de ces animaux avec des virus neurotropes par
voie intra-cérébrale ou par voie de masséter provoque des maladies a évo-
lution différente, mais toujours mortelle. En cas de rage arctique (diko-
vanié), la maladie revét toujours une forme ,tranquille”, sans stade
d’excitation, tandis que la rage a une forme ,,agressive” avec une agita-
tion intense et enfin, ’encéphalite de Tobolsk est caractérisée par des
formes ,,paralytiques” avec des phénoménes ataxiques.

L’extension topographique des altérations des neurones dans toutes
les trois infections neurovirales est d’une valeur considérable pour éta-
blir les dissemblances morphologiques qui les différencient.

La rage arctique (dicovanié) des isatis est caractérisée par les plus
graves altérations dans les neurones au niveau du tronc cérébral, dans
les régions cervicale et thoracale de la moelle avec une lésion élective
des noyaux moteurs des nerfs craniens — trijumeau, facial, pneumo-
-gastrique, hypoglosse (fig. 4), du noyau de la racine mésencéphalique du
trijumeau, du locus caeruleus, des noyaux de la formation réticulaire, des
noyaux de Deiters (fig. 5), du noyau dorsal interne, du noyau arciforme,
des noyaux du cervelet, des cellules motrices des régions cervicale et tho-
racale supérieure de la moelle, de méme que des ganglions spinaux aux
mémes niveaux. Les lésions moins fréquentes et plus faibles sont obser-
vées dans les neurones du noyau central supérieur de la calotte, du
noyau du nerf oculo-moteur externe, du noyau ventral du tuber etc.

Chez les isatis, lors de la rage, les plus graves altérations des neurones
sont décelées dans les différents noyaux de la formation réticulaire, dans
les noyaux de Deiters, de la racine descendante du trijumeau, dorsal du
pneumo-gastrique, arciforme, dans les neurones des cornes antérieurs et
postérieurs des régions cervicale et thoracale de la moelle et dans gan-
glions spinaux aux mémes niveaux. Des altérations relativement moins
graves sont observées dans les neurones du noyau externe du faisceau
cunéiforme, du noyau triangulaire, des noyaux et des cellules de Purkinje
du cervelet.

L’encéphalite de Tobolsk est caractérisée par de graves lésions dans les
neurones du noyau latéral et des cellules géantes de la formation
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réticulaire, du noyau supérieur de la calotte (fig. 6), du noyau lenticulaire,
des neurones des cornes antérieures et postérieures des régions cervicale
et lombaire de la moelle. Une perte massive des neurones avec la
formation des nodules ,,résiduels” est observée dans les ganglions spinaux
Les noyaux de Deiters et le noyau externe du faisceau cunéiforme
portent des lésions moins graves.

Contrairement aux isatis et aux chiens, chez les souris blanches
inoculées avec toutes les trois infections neurovirales en question on
voyait prédominer le processus inflammatoire, tandis qu’on n’a décelé
de graves lésions que dans un nombre trés restreint des noyaux du tronc
cérébral (noyau de la racine mésencéphalique du trijumeau, noyaux des
cellules géantes de la formation réticulaire, noyaux moteurs des nerfs
trijumeau et facial).

Le processus inflammatoire observé dans toutes les trois infections est
le plus nettement accusé lors de la rage, quelque peu moins — lors de la
rage arctique (dikovanié) et n’est que trés faible lors de l’encéphalite
de Tobolsk.

Quant a la diagnose différentielle de la rage, de la rage arctique
(dikovanié) et de lI’encéphalite de Tobolsk, c’est 'étude des inclusions
cytoplasmatiques oxyphiles qui y revét une valeur extréme. Aprés
I'infection des isatis avec des souches du virus de la rage des rues, on
voit se former des inclusions oxyphiles dans les cellules pyramidales de
la corne d’Ammon et les cellules Purkinje du cervelet, tandis que chez
les mémes animaux inoculés avec le virus de la rage arctique les inclusions
font défaut dans les péricaryones. Ces observations dénotent la différence
dans l'action cytopathogéne exercée par les virus neurotropes, biolo-
giquement trés proches, sur la formation des inclusions oxyphiles.

Chez les souris blanches, contrairement aux isatis, I'infection avec les
virus de la rage arctique (dicovanié) et de la rage provoque la formation
des inclusions oxyphiles, qui topographiquement sont décelées dans plus
de régions du systéme nerveux central (cellules pyramidales de la corne
d’Ammon et cellules de Purkinje du cervelet, neurones de 1'’écorce des
hémisphéres cérébraux, du bulbe rachidien et de la région sous-thalami-
que) que chez les isatis en cas de rage ou leur topographie est limitée
par les pyramides de la corne d’Ammon et les cellules de Purkinje du
cervelet. Ces observations signalent que la répartition topographique des
inclusions est différente pour les animaux de différentes espéces inoculés
avec le méme virus neurotrope. En plus, il a été établi que lors des
passages d’isatis & isatis, la fixation du virus de la rage des rues se fait
beaucoup plus vite que chez des souris blanches. Lors de ces deux
infections neurovirales, les corpuscules oxyphiles présentent chez les
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souris blanches une granulation basophile qui est absente chez les isatis
(fig. 7a, b). Il est a signaler que lors de la rage arctique (dikovanié) et de
la rage, on observe chez les souris blanches, dans la couche pyramidale
de la corne d’ Ammon, une ,,sortie” des corpuscules oxyphiles du cytoplas-
me des cellules.

En cas d’encéphalomyélite de Tobolsk les inclusions sont absentes
tant chez les isatis que chez les souris blanches. Décrits par quelques
auteurs, les processus de démyélinisation se déroulant lors de la rage
arctique (dikovanié), de la rage et de l'’encéphalomyélite de Tobolsk
dépendent, selon nos observations, des modifications artificielles dues
aux incorrections techniques admises dans l'application de la méthode
de Spielmeyer.

Cet exposé sommaire de quelques résultats obtenus dans notre
laboratoire au cours des recherches morphologiques portées sur le
systéme nerveux lors des encéphalites neurovirales fait voir ce qu’il y a de
productif et de prometteur dans l'application de la méthode morpholo-
gique a la diagnose différentielle.

J. M. Jabotinski

ROZNICOWANIE MORFOLOGICZNE INFEKCJI NEURO-WIRUSOWYCH
POKREWNYCH LUB IDENTYCZNYCH ANTYGENOWO

Streszczenie

Roézne zakazenia wirusowe oSrodkowego ukladu nerwowego réznig sie pomiedzy
sobg bardzo selektywnym zajmowaniem neuronéw, uszkadzajac jedne jadra,
a oszczedzajac inne, polozone nawet w bliskim sgsiedztwie. Tego rodzaju wybibr-
czo$§¢ uszkodzen neuronalnych mozna obserwowaé w zapaleniu mézgu kleszczowym,
w looping-ill, w zapaleniu moézgu japonskim, we w$ciekliznie zwyklej i arktycznej
oraz w zapaleniu mézgu konskim. Autor omawia szczegélowo wla§ciwosci topo-
graficzne tych proceséw podkreS§lajac, ze selektywne uszkodzenia mozna zaobser-
wowa¢é szczegblnie latwo w odniesieniu do jader pnia moézgu. Powinowactwo do
niektérych grup jadrowych jest tak subtelne, Ze pozwala na réznicowanie wiruséw
nalezacych do tych samych grup serologicznych. Przy badaniu jest istotne uzywa-
nie wilasciwych zwierzat do§wiadczalnych, podatnych na dane zakazenie w warun-
kach naturalnych. Réwniez i wtrety wsrédjadrowe ze swoja zrbéznicowang morfo-
logia moga by¢é pomocne w ustaleniu czynnika etiologicznego. Wybiéreze uszko-
dzenie neuronéw i specyficzne wtrety sg bardziej istotne dla wlasciwego rozpozna-
nia niz odczyny glejowo mezodermalne, szczegblnie za§ bardziej pomocne niz
demielinizacje, ktére moga byé w przebiegu zapalenia zjawiskiem przypadkowym
a nawet artefaktycznym.
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A. M. fA6ormMHCKM

MOP®OJOTMYECKAA ANPDPEPEHIMALIMA HENPO-BUPYCHBIX MHPEKIIUN
C AHTUTEHOBBIM CXOJICTBOM JIMEO MIAEHTUYHBIX

CoxzepxaHue

PaznnuHble BUPYCHBIE WMH(MEKUMM IEeHTPAJbHOM HEPBHO/I CHCTEMbI OTJIMYAIOTCT
BecbMa MEJIEKTHMBHBIM TOPMOIKEHNEM HEeMpPOHOB, NMOBpeXJAad OAHM AApa M COXpaHAd
APyrue pacIioJiokKeHHble aaxke BOau3m nepBbIX. Takasd CENEKTMBHOCTH HEBPOJOTM-
YecKMX M3MeHeHMil Habmogaercad B KJaenleBoMm 3Huedauaure, B looping-ill, B samon-
ckoM 9Huedanure. Jaercs JeTalbHOe ONMCaHME TomorpauyYecKMX CBOMCTB 3TUX
NpPOLIECCOB, MOAYEPKMBAETCA, HYTO CEeJEeKTUBHOe IIOBPEKACHUEe OTHOCUTENIbHO dAaep
MO3roBoro crBoja. CpoAaCTBO C HEKOTOPbIMM TIpynmaMm fAnep Tak crneumuduyHo, 49To
AaeT ocHoBaHMe AudcdepeHIMPOBaTL BUPYCHI NPUHAAJIERAlINe K eAVHBIM CEepOJIOTU-
yecKuM rpynnaM. IIpyu mcciaefoBaHMM BecbMa MMEET CYLIECTBEHHOE 3HadeHme Moadop
COOTBETCTBEHHBIX SKCIIEPUMEHTANbHBIX JKMBOTHBIX, BOCHPMMYMBBIX K JaHHOM WH-
(hbeRuMM B €CTECTBEHHBIX yCJOBMAX. TakKiKe M BHYTPUAAEPHBbIE BKJIOYEHUA CO CBOEM
audchepeBUMPOBAaHHOM MOP(OJOrMeil MOryT OKa3aTbCA IOJIE3HbIMM IIPU ONpejeseHUN
3THOJIOTHYEeCKOro hakTopa. V3buparteabHOe IMOBPEXkKIEeHMEe HEeVPOHOB U cneumdmydec-
KMe BKJIIOYEHUA SBIAIOTCA OoJjiee CYLIECTBEHHBIMM IJIA NPaBUMJIBHOIO AMArHo3a, 4deM
Me30[epMalibHble TIJIMeBble peakuMy ¥, TeM OoJiee, YeM JeMMIJIMHM3aLuy, KOTopble
B TEYEHMUM BOCHAJMUTEJBLHOTO IIpoLiecca MOTYT ObITh CJHYYalHBIMM MJIM TPOCTO apTre-
chakTamn.
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NEUROPATHOLOGIE DER ZECKENENCEPHALITIS

(Mit Vergleichsuntersuchung der Arbo-Virus-Encephalitiden und der
Poliomyelitis)

Neurologischen Institut der Universitdt Wien

Unter den in Mitteleuropa und Eurasien epidemisch auftretenden In-
fektionen des ZNS verdienen durch Zecken iibertragene Virusencepha-
litiden der Arbo-Gruppe B aktuelles Interesse. Wahrend die Poliomyelitis
in unseren Breiten dank systematischer Durchimpfung der Bevdélkerung
in den beiden letzten Jahren kaum mehr in Erscheinung getreten ist,
kommt der Zeckenencephalitis (Tick-Borne Encephalitis, TBE) mit ihren
unter verschiedenen Synonyma beschriebenen Lokalvarianten nach wie
vor grosse Bedeutung zu, wie jligste letale Erkrankungsfille in Osterreich
beweisen.

Uber die humane Neuropathologie der russischen TBE (RFSE) liegen
Untersuchungen aus der USSR (Kestner, Robinson u. Sergeeva, Grasht-
shenkov, Smorodintsev, Sefer u. Polykovski, Savenko, Semenova-Tean-
-Sanskaja u. Shapoval, Silber u. Soloviev, Jabotinski u. Sviatuchina,
Melnikov u. Makhonkova, Shapoval, Gromov u. Chalisova, Vizen u. Knia-
zev u.a.) und den USA (Jervis u. Higgins, Haymaker et al.) vor Morpho-
logische Befunde am ZNS bei zentraleuropidischen TBE-Formen (CEE,
FSME, FSEM) aus der CSSR (Bednar, Fingerland u. Vortel), Ungarn (Ju-
ba) und Osterreich (Grinschgl; Grinschgl et al.; Seitelberger u. Jellinger;
Jellinger u. Kovac, Busch u. Hohenegger) ergaben keine grundlegenden
Abweichungen gegeniiber RFSE sowie seltenen Humanfillen von Lou-
ping 111 (Johnson u. Goodpasture), woraus die morphologische Einkeit
der TBE als biologisches Faktum abgeleitet wurde. Anderseits wurde
wegen formaler und topischer Besonderheiten im monphologischen Sub-
strat der TBE auf ihre prinzipielle Abgrenzbarkeit von anderen neuro-
tropen Virusinfektionen und in sonderheit von den oft klinischepidemio-
logisch &hnlichen, aber biologisch icht werwandten Enterovirusinfek-
tionen — Poliomyelitis hingewiesen (Bednar, Kérnyey, Seitelberger u.
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Jellinger, Juba). Systematische neuropathologische Untersuchungen an
einem grosseren Humanmaterial von TBE mit besonderer Berticksichti-
gung der geweblichen Eigenart sowie der obligaten und fakultativen
Ausbreitung des encephalitischen Syndroms mit einem kritischen Ver-
gleich zum Substrat der lbrigen Arbo-Encephalitiden und anderer hei-
mischer Neurovirusinfektionen standen aber bisher aus.

Nachdem wir vorldufige Vergleichsiibersichten der Pathomorphologie
der heimischen TBE geben konnten (Jellinger u. Seitelberger 1963; Sei-
telberger 1964), soll im folgenden eine zusammenfassende Darstellung
aufgrund der verifizierten Beobachtungen von Epidemien in Osterreich
aus den Jahren 1954—1964 und anderer Lokalvarianten der TBE gegeben
sowie auf ihre Stellung innerhalb der Arbo-Encephalitiden und die Mo-
glichkeit der morphologischen Abgrenzbarkeit von anderen Virusence-
phalitiden kritisch eingegangen werden.

MATERIAL UND METHODEN

Wir tberblicken dzt 11 letale TBE-Fille aus Osterreich, davon 6 vi-
rologisch und 3 serologisch verifizierte sowie 2 Beobachtungen, die trotz
fehlender biologischer Sicherung nach epidemiologischen, klinischen und
morphologischen Kriterien bei mikrobiologischen Ausschluss von Polio
als TBE aufgefasst wurden, Die Fille entstammen Epidemien der Jahre
1954/56/58 und 1961—64 aus Endemiegebieten in Niederésterreich, Kar-
nten und Steiermark. 2 weitere verifizierte Todesfdlle der heurigen En-
demie sind in histologischer Bearbeitung. Die wichtigsten klinisch-biolo-
gischen Daten sind in Tab. 1 zusammengefasst *.

Die Kranken standen im Alter von 21—70 Jahren (Durchschnitt 47
Jahre). Die Ubertragung erfolgte durch Zeckenbiss, Genuss roher Zie-
genmilch bzw. Kontakt mit Ziegenfleisch oder ist ungeklért. Der klinische
Verlauf war biphasisch mit grippalem Vorstadium und akuter oder pro-
trahierter nervoser Organphase von 3—16 Tagen Dauer. Im Vordergrund
der klinischen Symptomatik standen neben Meningismus bei 6 Féllen
ein ascendierendes spino-bulbédrparalytisches Syndrom mit Arm- und
Nackenparesen, zweimal mit Tetraplegie; in 2 Féllen ein aparalytisch-
-encephalitisches Bild mit Koma, Nystagmus und Krampfanfillen bzw.
einmal mit terminaler Hemiparese und schwerer Elektrolytstorung. Der
Tod erfolgte meist durch Atemldhmung; 7 Fille wurden kiinstlich beat-
met. Im LCR bestand wechselnd starke lymphocytdre Pleocytose und
massige Eiweissvermehrung. Autoptisch boten sich Bronchopneumonie,
akuter Milztumor und einmal generalisierte Lymphknotenschwellungen.

- * Ausfiihrliche kasuistische Darstellung der Fille 1—3 bei Se1telberger u. Jel-

linger (1960), Jellinger u. Kovac (1960)- bzw. Grmschgl et al (1961) sowie des Falles
8 bei Busch u. Hohenegger (1964).
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Morphologische Vergleichsuntersuchungen erfolgten an *:

1. TBE — 2 akute Félle aus CSSR von 1953/56 (Fall 1 u. 2 — Finger-
land u. Vortel 1961) und 1 protrahierter CSSR-Fall aus 1956 (Bednar)
sowie Préparaten der Tirgu-Mures-Epidemie (vgl. Miskolczy et al.).

2. MBE (moscito-born encephalitis) — Einzelpréaparate je eines akuten
und protrahierten Falles von E. japonica (Haymaker 1961; Noguchi); 2
Féalle von Western Equine E. (WEE — Baker; Haymaker); Eastern Equine
E. (EEE — Haymaker), Murray-Valley Encephalitis bzw. australischer
X-Disease (van Bogaert).

3. Poliomyelitis: 20 eigene virologisch verifizierte Beobachtungen —
sémtliche des Virustyps 1 — aus einem Gesamt von 30 histologisch unter-
suchten Fillen von Epidemien 1959—1963 aus Osterreich im Alter
zwischen 4 Monaten und 38 Jahren. Die Krankheitsdauer betrug 3—23
Tage. Klinisch bestand in 19 Fillen ein aszendierender spino-bulbér-ence-
phalitischer und einmal rein spinobulbédrer Verlauf; 15 Pat. weren in der
Eisernen Lunge behandelt worden.

In methodischer Hinsicht ist vorauszuschicken, dass mit Ausnahme
eines TBE-Falles am routineméssig aufgearbeiteten Material keine Se-
rienschnittuntersuchungen durchgefiihrt wurden, sondern die einzelnen
Regionen des ZNS auf gleichgelegten typischen Ebenen — anhand
kurzer Stufenserien — untersucht und der Lasionsgrad nach 6 sub]ektlv
beurteilten Intensitatsstufen festgelegt wurde:

Grad I — disseminierte perivasale Infiltrate,

Grad II — starke diffuse Gefdssinfiltrate, einzelne Gewebsinfiltrate
ohne Parenchymverlust,

Grad III — Gefdss- und Gewebsinfiltration (Knétchen!) mit geringem
Parenchymausfall,

Grad IV — Gefass- und Gewebsinfiltration mit méssiggradigem Paren-
chymverlust,

Grad V — Geféss- und Gewebsinfiltration mit starkem Parenchymaus-
fall,

Grad VIa — schwerste Parenchymausfille bis inkomplette Nekrose-

Grad VIb — spongiose Fokalnekrosen.

ART DES ZENTRALNERVOSEN GEWEBSPROZESSES

Das anatomische Substrat der TBE entspricht einem voll ausgepriagten
nencephalitischen Symptomenkomplex” mit diskontinuierlichem Befall
auseinanderliegender Teile des ZNS unter Bevorzugung grauer Areale,

* Fir die Uberlassung des Materials sind wir zu Dank verpflichtet: Prof. B.
Bednar, Prag, Prof. A. Fingerland, Hradec Kralové; Dr. van Bogaert, Berchen-An-
vers; Dr. W. Haymaker, Moffet Field bzw. dem Afip, Washington, Prof. A. Baker,
Minneapolis, sowie Dr. Noguchi.
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der von maissiggradiger fleckférmiger lymphoplasmo-histiozytirer Me-
ningitis begleitet wird und somit nach seiner Art und Ausbreitung als
»fleckférmige Polioencephalomyelitis mit meningealer Beteiligung” zu
charakterisieren ist.

Das encephalitische Syndrom umfasst 1) eine degenerative Paren-
chymkomponente, 2) eine am Gefésssystem ablaufende Entziindungskom-
ponente mit infiltrativen und proliferativen Verénderungen in Form pe-
rivasaler und kndétchen- bzw. fleckférmiger Infiltration, die nicht in stren-
ger Abhidngigkeit voneinander auftreten und 3) von regressiven Lisio-
nen nach Art spongioser Herdnekrosen begleitet sein kdénnen.

Ad. 1. Die durch nekrobiotische Nervenzellverdnderungen gekennzei-
chnete degenerative Parenchymkomponente ist ein priméires, pathogno-
monisches Prozessmerkmal. Sie imponiert als friithestes Léasionsstadium,
da man in intakten Populationen und abseits vaskuldr-entziindlicher Li-
sionen degenerierende Nervenzellen mit und ohne Neuronophagien beo-
bachten kann, wihrend sich an Orten starker und fortgeschrittener Pro-
zessaktivitdt regressive und infiltrative Lédsionen meist untrennbar tiber-
lagern. Die Parenchymaffektion ist nach experimentell fundierten Vor-
stellungen liber die formale Pathogenese neurotroper Virusinfektionen
‘als Ausdruck einer priméren spezifischen Interaktion des Virus mit der
Nervenzelle und als Voraussetzung fiir die am ZNS und seinen Hiillen
ablaufenden Entzlindungsvorgidnge anzusehen, die als sekundidre Pro-
zessphase imponieren und bei den am humanen Autopsiematerial ange-
troffenen Stadien im Vordergrund stehen. In allen erkrankten Regionen
treten diskontinuierliche Nervenzellausfidlle auf, die an den Prozess-
schwerpunkten bis zur Parenchymverddung mit dichten infiltrativ-pro-
liferativen Vorgédngen reichen. Auch ausserhalb entziindlich betroffener
Gebiete finden sich typische Neuronophagien (Abb. 1) und verschiedene
Stadien der Parenchymdegeneration von Zellschwellung und Chroma-
tolyse bis Kernschrumpfung und Umwandlung in chromophobe, kernlose
Schollen, die zelligem oder humoralem Zerfall anheimfallen.

Neben diesen typischen Lisionen treten einzelne Nervenzellen mit eosi-
nophiler Plasmahomogenisierung hervor, in deren blaschenférmig auf-
getriebenem Kern einzelne runde oder unregelméssige, zart eosinophile
Einschliisse paranukleoldr nachweisbar sind (Abb. 2A—C). Diese Gebilde
zeigen nicht die Merkmale des Inklusionstyps A nach Cowdry, sondern
entsprechen atypischen Kerneinschliissen, die etwa den bei Encephalitis
nach Grippe (Jellinger u. Seitelberger 1959) und Rubeolen- Encephalitis
(Seitelberger u. Zischinsky 1962) beobachteten Kernverdnderungen ver-
gleichbar sind. Ihr Auftreten in regressiv verdnderten Neuronen entziin-
dlich affizierter Gebiete ist zwar bemerkenswert, doch diirfen Einschliisse
dieser Art nicht als sicheres Indiz einer virusspezifischen Kernreaktion
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gelten. Weder histochemische Befunde (Shiraki et al. 1961) noch immun-
histologisch und elektronenoptische Untersuchungen iiber das Verhalten
der Arbo-Viren in der Zelle (vgl. Moritsch, Kunz, Kovac et al., Shiraki et
al. 1965) ergaben Hinweise auf Genese und Bedeutung dieser Kernein-
schliisse.

Ein seiner Wesensart gleichfalls unklares Phinomen tritt an einzelnen
Purkinjezellen protrahierter TBE-Fille auf: Das zart eosinophil homoge-
nisierte Zytoplasma der leicht vergrésserten Zelle enthilt ein oder me-
hrere kleine, als Rundzellelemente anzusprechende Gebilde (Abb. 3B, C).
Ihr Kern zeigt verschiedene Auflésungsstadien, wodurch diese intrazyto-
plasmatisch liegenden Gebilde zu Pseudovakuolen transformiert werden
(Abb. 3A). Sie zeigen wenig Ahnlichkeit mit den bei subakuter Poliomye-
litis in lipodystrophischen Vorderhornzellen beschriebenen intraplas-
matischen Inklusionen (Konowalow et al.) und imponieren am ehesten
als ,,Cytophagie” umliegender Zellelemente durch die alterierte Purki-
njezelle. Intrazytoplasmatische Einschliisse waren ansonst nicht nach-
weisbar.

Ad 2. Die Entziindungskompotente enthilt perivasale und knotchen-
formige Gewebsinfiltrate, die fakultativ unabhéngig auftreten kénnen.

Die Geféassinfiltrate betreffen vorwiegend Venen und Venolen der
grauen und weissen Substanz sowie der weichen Héute. Sie bauen sich
aus hdmatogenen und adventitiellen bzw. retikulo-histiozytiren Ele-
menten — Lymphozyten, Plasmazellen, polymorphen Histiozyten — und
sparlich Mikrogliazellen auf (Abb. 4A). Das im Tierversuch beobachtete
leukozytdre Stadium lésst sich meist nur aus dem Nachweis oxydase-po-
sitiver Granula in wenigen Zellen erschliessen; selten treten segment-
kernige Leukozyten stirker auf (Jellinger u. Kovac; Grashtshenkov). Bei
protrahierten Formen lberwiegen grosse Mononukledre — teils degene-
rierte, morulaartige Plasmazellen (Russell-Koérperchen) und histiozytéare
vakuolisierte Makrophagen mit feingranuldrem Lipoidmaterial (Abb. 4B,
C). Die Infiltrate beschridnken sich auf den Periadventitialraum oder
kénnen unter Durchbrechung der Gafass-Gliamembran das Gewebe breit
invadieren. Oft besteht starke Endothelschwellung und — proliferation
ohne Wandinfiltration. Diapedeseblutungen und grosse Plasmatranssu-
date konnen insb. in Stammkernen und subkortikalem Mark auftreten.

Die interstitielle Infiltration manifestiert sich in dichten knétchen- und
haufenférmigen Zellansammlungen oder lockeren fleck- und schwaden-
férmigen Anhédufungen vorwiegend mesodermaler Zellen adventitieller
Herkunft, insb. polymorphen Histiozyten, und spérlich Plasmazellen und
Lymphozyten, kaum segmentkernigen Leukozyten (Abb. 5A, B), Oligo-
dendro- und Mikrogliazellen konnen vorkommen. Die Silberimpragnation
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zeigt Hortega-dhnliche Elemente, denen jedoch die charakteristischen
Zellfortsdtze mangeln (Abb. 5C). Eine diffuse mikrogliose Stédbchenzell-
wucherung wird vermisst. Die Entzlindungsknoétchen zeigen durchweg
deutliche Gefdssbeziehung und koénnen zu ausgedehnten, fleckformigen
Infiltraten konfluieren. Von Endothelschwellung vorausgegangene oder
begleitete lokale Invasion von Gefdsswandzellen in das Interstitium ist
als Vorstadium der Knotchenbildung anzusprechen. Daneben finden sich
interstitielle Gewebsinfiltrate ohne sichere Gefdssbeziehung sowie als
typische Neuronophagien um degenerierte Nervenzellen. In &lteren In-
filtratbezirken ist das nervose Zellparenchym gewéhnlich rarefiziert und
die verodeten Gebiete werden von lockeren mesodermal-gliésen Zellan-
hdufungen eingenommen (Abb. 5D). Die Infiltratknotchen betreffen
vorwiegend graue Formationen, seltener subkortikales Mark und weisse
Bahnsysteme sowie vereinzelt das perikornuale Riickenmarksweiss.

Das zentralnervose Entzlindungssyndrom ldauft nach eigener Erfahrung
und einschldgigen Befunden an heimischer und russischer TBE vorwie-
gend am Gefidssmesenchym bzw. RES mit Hervortreten histiocytéarer
Elemente bei geringer progressiver Gliareaktion ab, deren Beteiligung
aber unterschiedlich beurteilt wird (vgl. Grashtshenkov, Savenko, Jervis
u. Higgins, Fingerland u. Vortel, Bednar, Haymaker et al.,, Melnikov u.
Makhonkova, van Bogaert u. Rademecker, Jellinger u. Seitelberger,
Busch u. Hohenegger, Osetowska u.a.). Auch bei den Proliferations- und
Degradationsvorgéngen spéterer Prozessstadien nimmt das mesodermale
Elemente bei TBE eine bevorzugte Stellung ein.

Das Hervortreten der mesenchymalen Entziindungskomponente neben
wechselnder hidmatogener Beteiligung mit Ubergang der initialen Leuko-
zytose in ein monozytidres Stadium darf dariiber hinaus als wichtiges
qualitatives Reaktionsmerkmal sémtlicher Arbo-Virus-Encephalitiden
gelten (vgl. Haymaker, Baker, Shiraki et al., Herzon et al.).

Hingegen treten bei Enterovirusinfektionen, insb. Poliomyelitis, in den
gleichen Prozessstadien gliose Proliferations- und Abrdumungsvorgiange
massiv in den Vordergrund (Horanyi-Hechst, Kalm, Pette, Goodpasture,
van Bogaert u.a.), woraus wir unter Beriicksichtigung eigener Vergleichs-
befunde gewisse qualitative Unterschicde der encephalitische Gewebs-
reaktion zwischen TBE und Poliomyelitis postulierten (Seitelberger u.
Jellinger 1960, Jellinger u. Seitelberger 1963). Dem Einwand, diese for-
malen Abweichungen kénnten nur altersabhiingige Diskrepanzen der Ge-
websreaktion des ZNS zugrundeliegen (Simma; Bogaert, Radermecker)
sei die Tatsache gegeniibergestellt, dass der qualitative Prozesscharakter
bei TBE und Polio nach unseren Erfahrungen jeweils ziemlich uniform
ohne Riicksicht auf das Lebensalter innerhalb biologischer Variations-
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breiten auftritt. Wir moéchten ihm vielmehr eine gewisse pathognomo-
nische Bedeutung im Rahmen der unspezifischen ,,pleomorphen Gewebs-
reaktionen” des ZNS gegeniiber viralen Affektionen zuschreiben und da-
fir spezielle virotoxische und/oder immunpathologische Vorginge zur
Diskussion stellen. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die mit dem
Zuriicktreten der gliosen Komponente im Substrat der Arbo-Encephali-
tiden einhergehenden spongitsen Gewebsnekrosen, die ein bestimmen-
des Merkmal dieser Krankheitsgruppe darstellen. Die Deutung zelliger
und geweblicher ZNS- Reaktionen als Ausdruck erregerspezifischer Vor-
gédnge erscheint aber nicht begriindet, da dhnliche oder gleichartige Zell-
reaktionen auch bei anderen Viruserkrankungen — etwa der Herpes
simplex-Encephalitis (Haymaker et al. 1958, Kriicke, Jellinger et al.,
Zischka-Konorsa et al.)) oder Lyssa-Encephalitis (Aksel, Fingerland u.
Vortel, Toga) — aufzutreten pflegen.

Formalgenetisch kénnte das Uberwiegen der mesodermalen Entziin-
dungskomponente im ZNS aufgrund tierexperimenteller Befunde mit
der — von Enteroviren offenbar abweichenden — Erregerausbreitung
in Beziehung gesetzt werden (Bednar, Moritsch u, Kovac, Miyake, Ogata
et. al.,, Shiraki et al). Diese Vorstellung scheint jedoch &hnlich der
Deutung der starken plasmozytdren Entziindungskomponente als Aus-
druck immunpathologischer Vorgénge, wie sie auch bei der Herpes-Ence-
phalitis diskutiert werden (Zischka-Konorsa et al.), vorerst spekulativ,
da sich aus formalen anatomischen Befunden allgemein giiltige Reaktions-
weisen und pathogenetische Abldufe von Neurovirusinfektionen nur mit
grosstem Vorbehalt ableiten lassen.

Ad 3. Als fakultatives Prozessmerkmal imponieren umschriebene re-
gressive Lésionen in Form disseminierter spongioser Fokalnekrosen, die
insb. bei protrahierten Formen vorwiegend im Grau, aber auch im Mark,
auftreten konnen. Ihre Grosse und Verteilung entspricht dem obligaten
Muster des knotchenformigen Entziindungssyndroms, zu dem auch for-
male Zwischenstufen und Uberginge bestehen. Die scharf begrenzten
gefdssbezogenen pordsen Areale stelen Endphasen eines interstitiellen
sergs-zelligen Infiltrationsvorganges dar, wie der Nachweis mehrerer, als
verschiedene Entwicklungsstadien anzusprechender Herdformen ver-
muten lésst. Eine mit Endothelschwellung in Kapillaren und Venolen
einhergehende Penetration der Gefidss-Hirnschranke durch eiweisshit-
tige Fliussigkeit und wenige hamatogene Infiltratzellen mit Vorherrschen
hyperplastischer Histiozyten ohne perivasale Gliareaktion markiert die
schwer und selten nachweisbare Friihphase (Abb. 6 A.B). Unter zdégern-
den Ausschwidrmen mesodermaler Zellen erfolgt bald eine feinporige
Grundgewebsauflockerung und Mikrogliaproliferation mit Fettkérnchen-
bildung bei zunidchst kaum affizierter Oligodendroglia, wahrend die
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Astroglia reaktionslos verschwindet (Abb. 6 C.D). Nach Zerfall der poly-
morphen Infiltratzellen und Oligodendroglia gehen die Neuriten zugrunde;
(Abb. 6 E) die relativ erhaltenen Nervenzellen zeigen Schrumpfung und
Kernpyknose, jedoch keine Neuronophagie. Es resultiert eine von weni-
gen Gliafilamenten spinnwebenartig durchzogene ,,Rarefikationsnekrose”,
in der einzelne Mikrogliakerne, Phagenzellen, regressiv verdnderte Ner-
venzelen und pyknotische Endothelkerne liegen. (Abb, 7 A—C) Eine Glia-
faserwucherung fehlt. Spongidse Herde mit lockerem mikroglioshistio-
zytdrem Randsaum oder zentraler pordser Gewebszerfall in fleckigen
Infiltraten stellen offenbar Uberginge zu den gemischtzelligen Entziin-
dungsknotchen dar. Andere pordse Herde entbehren jeder zelligen Infil-
tration und neigen zu Konfluenz.

Nach der morphologischen Verlaufsanalyse halten wir folgende patho-
genetische Deutung der spongitsen Lésionen fiir vertretbar (Jellinger u.
Seitelberger 1963; Seitelberger 1965): Es handelt sich um eine im Rah-
men des encephalitischen Syndroms erfolgte gefdssabhéngige infiltrativ-
toxische Schidigung neuroektodermaler Gewebselemente, vorzliglich
der Makroglia und der Neuriten bei relativer Verschonung der Perika-
ryen (subtotale Nekrose) im Sinne eines ,,mesenchymogenen bzw. dochio-
genen* (vasogenen) Status spongiosus”. Fir die deletdre Wirkung verant-
wortlich erscheint neben serds-toxischen Transsudationsvorgidngen vor
allem das histiozytdre Infiltrationselement als moglicher Trédger viro-
toxischer oder immunologischer Faktoren. Die spongitse Rarefikation ist
somit als nekrobiotische Pendant zur interstitiellen Knétchenkomponente
des Entziindungsprozesse — vielleicht infolge spezieller Virusinterak-
tionen (Herzon et al., Grashtshenkov) — deutbar. Fur eine Beteiligung
vasozirkulatorischer Faktoren, wie Gefassobstruktion (Noran u. Baker),
Stase und Kapillarschiden (Weil, Bednar), Vasospasmen (Suwa, Naka-
ta et al., Wake Ito, Shiraki) bzw. Ischdmie (Van Bogaert u. Radermecker)
ergeben sich u. E. keine schliissigen morphologischen Hinweise.

Diese ,,herdférmigen encephalitischen Spongionekrosen” (Seitelberger)
waren in 3 heimischen TBE-Féllen (5—18 Tage Dauer der nervésen Phase)
in formaler und topischer Ubereinstimmung mit den pordsen Fokal-
lasionen bei protrahierter CSSR-TBE (Bednar) und RFSE (Savenko, Hay-
maker et al.) nachweisbar, wiahrend sie bei den ibrigen Arbo-Encepha-
litiden, wie J. E. (Zimmerman, Haymaker, van Bogaert u. Lapeysonnie,
Suwa, Shiraki et al.) Murray-Valley-Encephalitis (Garven u. Morgolis),
E.E.E. (Dent, Haymaker) sowie insb. der W.E.E. (Haymaker, Baker, He-
rzon et al), mit Ausnahme der St. Louis-Encephalitis (Haymaker), in
wesentlich stéarkerer Intensitdt und Ausbreitung aufzutreten pflegen.

* Griechisch doxel or: Blutgefiss.
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Diese Rarefikationsnekrosen sind formal und pathogenetisch abzu-
grenzen von Lésionen durch primér virusbedingte Parenchymzellaffek-
tion und zirkulatorische Sekundadrkomplikationen, die bis zu inkomplet-
ten Nekrosen reichen; Erstere bedingt bei subakuter Polio spongiése La-
sicnen, die neben Restinfiltraten typische gemischtzellige Abbau- und
Reparationsvorgénge zeigen (Scharenberg, Noetzel, Ule, Busch) und
dhnlich der chronischen RFSE (Golman, Belman, Shapoval, Draganescu
et al.) in gliéser Narbenbildung enden (Tuthill, Haddenbrock, Bouttier u.
Bogaert, Scheidegger). Ischdmische Fokalschdden sind insb. bei Beat-
mungsfillen von Polio (Baker et al.,, Matzke u. Baker, Steegman u. Davis,
Koérnyey 1965, Simma) wie TBE bzw. RFSE und JE (Sawenko, Shiraki,
Jellinger) fassbar.

Sie unterscheiden sich auch von sekundidren Markldsionen im Bereich
dichter Gewebsinfiltrate bei TBE (Savenko, Jervis u. Higgins) — Abb.
8A B — und Polio bzw. in perivasalen Gliasaumen (Abb. 8 C), auch bei
Polio (Horanyi-Hechst, Peters, Pette, Mollaret et al., Feigin) und Lyssa-
-Encephalitis (Aksel), die perivenésen Entmarkungssyndromen &hneln.
Abzutrennen sind ferner seltene Partialnekrosen bei TBE, die in periva-
salen Gewebsinfiltraten mit diskontinuierlicher Axonauftreibung (,,Axo-
nodem”) bei relativer Markverschonung einhergehen und an spongidse
Spinalldsionen nach Lyssa-Schutzimpfung erinnern (Shiraki et al. 1961,
1962; Jellinger u. Seitelberger 1963).

Die vergleichende Zusammenschau des Entzlindungssyndroms der TBE
ergibt ein qualitativ uniformes, nach den geweblichen Reaktionsweisen
typisches, aber nicht spezifisches Bild, das die biologisch fundierte mor-
phologische Einheit der TBE bekréftigt, aber auch weitgehende Uberein-
stimmung mit anderen Encephalitiden der Arbo-Gruppe B aufweist. Ge-
geniiber den meisten Formen der Arbo-Gruppe A bestehen nur unbe-
deutende formale Abweichungen (vgl. Haymaker), wihrend relativ gute
qualitative Abgrenzbarkeit von anderen Neurovirusinfektionen — insb.
durch Enteroviren (Poliomyelitis) — besteht. Histologische Entziindungs-
merkmale besitzen indes flir die Differenzierung viraler Erkrankungen
des ZNS vom Typ der ,fleckférmigen Polioencephalitis” nur untergeord-
nete Bedeutung. Wesentlich erscheint ihr distinktes topisches Ausbrei-
tungsmuster, das pathogenetisch von spezifischen Virus-Zellinteraktionen
abhéngt und.- trotz grosser individueller Schwankungsbreite (Jacob) als
pathognomonisch fiir den erregerspezifischen Prozess gelten darf.

TOPIK DER ZENTRALNERVOSEN LASIONEN

Das Ausbreitungsmuster der TBE ist in Abb. 21 halbschematisch dar-
gestellt; die Hirnstammschnitte mit Maximal- und Minimalaffektion.
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Im Riickenmark besteht konstanter entziindlicher Befall der grauen
Substanz mit Pradilektion in Vorderhorn, (Abb. 9) wechselnder, oft kaum
geringerer Hinterhornschadigung und relativer Verschonung von Clarke-
scher Sdule und vegetativem Seitenhorn. Das Mark zeigt ausser radidren
Gefasssiumen vereinzelt lockere Infiltratknétchen mit Markschadigung
in den perikornualen Grundstrangbilindeln. Der Prozess ldsst Asymmerie
und segmentalen Wechsel von Ausbreitung und Intensitit mit meist
deutlicher Bevorzugung des Hals- und oralen Brustmarks gegeniiber
der Lumbo-Sakralregion erkennen. (Abb. 9 A, B) Nur leichte Infiltration
der Meningen und Wurzelgefésse.

Die Oblongata zeigt obligaten, oft schweren Knétchenbefall der unteren
Oliven samt Nebenoliven (Abb. 10 A, B) bei erheblicher, aber inkonstan-
ter Affektion der Haubenkerne mit Schwerpunkt in Hinterstrangskernen,
spinalem Trigeminus- und Vestibulariskern sowie retikuldren Formatio-
nen bei wechselnder Beteiligung der tbrigen senso-motorischen Kern-
gruppen.

Im Pons besteht fast obligater disseminierter Befall des Briickenfuss-
graus, (Abb. 11) der nur einmal vermisst wurde. Schwerpunkt der
Haubenschédigung sind Trigeminus- und Vestibulariskerne, obere Olive,
N. coeruleus und Tectum opticum, geringer retikuldre Formationen
(Abb. 13) und iibrige Hirnnervenkerne bei nur leichtem Knétchenbefall
des periaquaduktalen Graus.

Das Mittelhirn bietet neben konstantem Befall des Tectum opticum
erhebliche fleckférmige, meist regellose Ausfédlle der Zona compacta
nigrae (Abb. 14) bei relativer Verschonung der Zona reticularia. Starker
Affektion retikuldrer Kerne, geringer des Ruber mit Bevorzugung des
parvozelluldren Teiles stehen relativ geringe Ausfélle in Okulomotorius-
kernen und periaquéductalem Grau gegeniiber,

Das Kleinhirn als konstanter Prozessschwerpunkt bietet neben
knotchen- und fleckférmigen Befall der Zahnkerne (oft geringer als
untere Olive) und Marklager schwere entziindliche Rindenlédsionen ohne
Differenz zwischen Wurm und Hemisphédren. Die konfluierenden schwa-
denformigen Infiltrate in Molekular- und Purkinjezellschicht mit
Neuronophagien und Meningitis sind von ischdmischen Schidden mit
Glia- ,,Strauchwerk” gut abgrenzbar (Abb. 12) Bei protrahierten Féllen
kommen spongiése Rindennekrosen und ,,Cytophagie” in Purkinjezellen
vor (Abb. 9, 6).

Im Zwischenhirn konzentriert sich der Prozess auf Thalamus, Sub-
thalamus und hinteren Hypothalamus. Am schwersten betroffen sind
retikulire Thalamuskerne (intralamindre Kerne, Nucl. reticularis (Abb.
17), ventrikelnahes Grau (Nucl. parafascicularies, Boden des 3. Ventrikels)
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sowie Zona incerta, Forel-Felder und Nucl. basalis. Der variable Thala-
musbefall zeigt ferner inkonstante Préadilektion fiir Pulvinar und
Ventralkerne, kéaufig auch Zwischen- und Medialkern, geringer der
Dorsalkerne und des Centrum medianum bei relativer Vorschonung des
Nucl. anterior. Konstanter, aber leichter Befall des Corpus Luysii. Im
Hypothalamus zeigen préoptische Kerne, Nucl. paraventricularis und pra-
opticus nur geringe Gefédss und selten leichte Knotcheninfiltrate (Abb.
15 A, B) gegeniiber stdrkeren, inkonstanten Knoétchenbefall der Medial-
kerne und schwerer Affektion dorsaler und lateraler Anteile (lat. Tuber-
kerne, Area dorsalis und dorsocaudalis, N. tub. mamill., (Abb. 16) N.
mamill. lat) bei praktischer Verschonung des Corpus mamillare.

Der Linsenkern bietet méssige, aber variable Ausfille im Pallidum
(insb. ventrale und laterale Teile) bei fast obligatem mittelgradigen
Knoétchenbefall des Striatum (Abb. 18) mit etwas geringerer Caudatum-
beteiligung, welcher nur in einem Fall heimischer TBE vermisst wurde.

In der Grosshirnrinde besteht disseminierte Knotchenaussaat ohne
Préadilektionsareale, doch gehduft in Frontallappen, (Abb. 20A) Umgebung
der Fissura Sylvii, geringer occipital. (Abb. 2. OA) tiefer Inselrinde mit
schwerem Befall des Claustrum. (Abb. 19) Geringer Affektion des
Hippocampus stehen schwerste Ausfélle im basalen Riechhirngrau (Subst.
perf. ant., Subst. innominata) und Amygdala gegeniiber.

Das Hirnmark bietet verstreute Entzlindungsknétchen subkortikal in
allen Abschnitten, in innerer und &usserer Kapsel, Hirnschenkel und
Balken. Einzelne Geféssinfiltrate bestehen in N. und Tr. opticus.

Spongiose Herdnekrosen betrafen bei heimischer TBE die Gross-
hirnrinde aller Lappen mit frontaler Haufung (Abb. 7D) und Verschonung
des Ammonshorns, Subkortikalmark, Thalamus, Putamen und Pallidum
mit geringer Beteiligung von Z. incerta, Corpus Luys, Claustrum und
Nigra sowie die Kleinhirnrinde bei praktischer Verschonung des Hirn-
stammes.

Unsere Beobachtungen bestédtigen die aus humanpathologischen (Ro-
binson u. Sergeeva, Grashtshenkov, Jervis u. Higgins, Haymaker et al.,
Shapoval, Bednar, Seitelberger u. Jellinger, Melnikov u. Makhonkova
u.a.) und tierexperimentellen Befunden (Kérnyey, Juba u. Pinter, Tamalet
et al., Osetowska et al. u.a.) bekannte Konstanz des entziindlichen Befalls
von Rickenmark, Hirnstamm, Kleinhirn und Zwischenhirn mit inkon-
stanter, stark variabler Endhirnbeteiligung bei TBE. Ubereinstimmend
mit der entziindlichen Prozessausbreitung imponieren als Schwerpunkte
des Parenchymausfalles: cervikals Vorderhorngrau, retikuldre Thalamus-
und Hirnstammkerne, Zahnkern und Purkinjezellschicht des Kleinhirns,
Olive, Sub- und dorsaler Hypothalamus, Nucl. interpeduncularis, ba-

http://rcin.org.pl



380 F. Seitelberger, K. Jellinger

sales Riechhirngrau samt Amygdala, motorische und sensible Hirn-
stammkerne, insb. Vestibularis-, Trigeminus- und Hinterstrangkerne,
sowie Nigra, wéihrend die Ubrigen Grisea nur maéissige bis leichte
Nervenzellausfélle erleiden.

Innerhalb dieses obligaten Verteilungsmusters besteht nur individuelle,
nicht sicher epidemieabhédngige Schwankungsbreite an Intensitit und
Ausdehnung des encephalitischen Syndroms, Sie manifestieren sich etwa
im wechselnden Befall von Basal- und Hirnstammkernen, seltener
Verschonung des Briickenfussgraus (Haymaker et al., eigener Fall 7), der
Hirnstammhaube bei protrahierten Einzelfdllen mit spino-olivo-ponto-
basaler sowie di- und telencephaler Affektion (Bednar, eigener Fall 7)
oder selten von Grosshirnrinde, -mark und Striatum (Juba, Jellinger
u. Seitelberger -Fall 2), wiahrend die Kleinhirn- und Oliven-affektion
unbedingt als obligates Prozessmerkmal gelten darf.

Die trotz individueller Variabilitdt gleichartige Prozessausbreitung bei
TBE ergibt eine weitere Bekraftigung ihrer biologischen Einheit. Gegen-
Uber anderen Encephalitiden der Arbo-Gruppe B treten nur unbedeuten-
de, im Einzelfall kaum signifikante Abweichungen der Prozessschwer-
punkte auf, die etwa im meist stdarkerer Schadigung von Nigra, Ammons-
horn und Temporalrinde sowie spongitsen Briickenfussldsionen bei J. E.
(vgl. Shiraki al) oder geringerer Cortex- bzw. inkonstanter
Kleinhirnbeteiligung bei St. Louis Encephalitis (Haymaker) bestehen.
Trotz biologisch-6kologischer Unterschiede der Virusarten besteht daher
grundsitzliche Ubereinstimmung der neuropathologischen Syndrome
innerhalb der Arbo-Gruppe B.

Von den Encephalitiden der Arbo-Gruppe A ergeben sich ausser den
erwadhnten qualitativen Diskrepanzen nicht unwesentliche topische
Prozessabweichungen durch Zurlicktreten der polioencephalitischen
Komponente in Hirnstamm, Riickenmark und Kleinhirn bei EEE bzw.
geringerer Cortexaffektion mit ausgedehnten spongidosen Lésionen bei
WEE (vgl. Haymaker), was auf biologische Erregerunterschiede schliessen
lasst. Die neuropathologischen Befunde unterstiitzen somit die bekannten
biologisch-6kologischen Abweichungen der einzelnen Arbo-Gruppen.

DIFFERENTIALDIAGNOSTISCHE ERWAGUNGEN

Den vermutlich erregerabhéngigen Diskrepanzen im Préadilektions
muster der Arbo-Encephalitiden kommt bei weitgehender Uniformitét
des Entziindungssyndroms gewisse differentialdiagnostische Bedeutung
zu. Wegen des starken ,Lokalisationsfluctus” sind sie oft nur durch
systematische histologische Untersuchung oder vergleichende statistische
Schwerpunktstimmung der Lisionen fassbar. In Einzelfall kann aber die
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exakte Differenzierung der verschiedenen Arbo-Encephalitiden nach rein
morphologischen Kriterien versagen, Dagegen bereitet die neuropatho-
logische Abgrenzung der TBE von anderen neurotropen Virusinfektionen
des ZNS bei genauer Kenntnis ihrer Prozessart und -ausbreitung im
allgemeinen keine ernsthaften Schwierigkeiten. Eine Ausnahme bildet die
Lyssa-Encephalitis mit einem der JE bzw TBE oft &hnlichen Lisionsbild
(Tariska, Fingerland u. Vortel, Osetowska u. Glawidzin, Toga et al.),doch
ist sie durch schweren Hypothalamusbefall (Poursines) und den Nachweis
typischer Kerneinschliisse (Negri-Koérperchen) gekennzeichnet.

Praktiche Bedeutung hat die Differentialdiagnose der TBE von den oft
gleichzeitig und im selben Endemiegebiet auftretenden Enterovirusinfek-
tionen, in Sonderheit der Poliomyelitis — wihrend ECHO- und
COXSACKIE-Infektionen altersméssig kaum in Frage kommen. Aus
eigenen Vergleichsuntersuchungen an biologisch verifizierten Letalfdllen
heimischer TBE- und Polioepidemien ergaben sich als Unterschiedskri-
terien neben den erwdhnten Abweichungen der geweblichen Reaktionen
in erster Linie Differenzen im topischen Lisionsmuster, die u. E. trotz
starker individueller, epidemie- und virustypenabhingiger Schwankun-
gen im morphologischen Substrat der Polio (Pette, Peters, Simma,
Unterharnschneidt u. Bonin) eine exakte Trennung der beiden Erkran-
kungen gestatten.

Die aufgrund der eingangs erwdhnten semiquantitativen Vergleichs-
untersuchungen gewonnenen Erfahrungen hinsichtlich topischer Unter-
schiede zwischen TBE und Polio in den wichtigsten Regionen des ZNS
sind im folgenden zusammengefasst und an Schemata illustriert:

Im Riickenmark gestatten Befallsart und -muster keine Abtrennung:
der bei TBE mehr fleckférmige Befall des Graus (Grinschgl) ist in
fortgeschrittenen Stadien nicht feststellbar, doch vermisst man bei TBE
die schweren Nekrosen mit Fettabbau der Polio (Horanyi-Hechst, Pette,
Goodpasture, Busch, Seitelberger u. Jelllinger, Kérnyey). Der rostralen
Préadilektion bei TBE gegen bevorzugtem Lumbalbefall bei Polio kommt
bei den starken segmentalen Intensitdtsschwankungen keine Signifikanz
zu.

Die Cblongata (Schema I, II) bietet bei annihernd gleichem Befalls-
muster der Haubenldsionen durchweg stidrkere Parenchymverluste insb.
der grosszelligen retikuldren Formationen bei Polio. Als signifikanter
Unterschied erweist sich der obligate, schwere Olivenbefall bei TBE- und
anderen Arbo-Encephalitiden —, wédhrend die Oliven bei Polio nur
ausnahmsweise und leicht betroffen sind (Kalm, Pette, Baker et al., Van
Bogaert, Simma, Koérnyey): wir sahen bei Polio zweimal diskreten
Knétchenbefall. '
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POLIO

Schema I: kaudale Oblongata.

Legende der Schemata:
Grad I: disseminierte perivasale Infiltrate = Punkte.
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Schema II: orale Oblongata.
Grad II: starke diffuse Gefassinfiltrate, einzelne Gewebsinfiltrate ohne Parenchym-

verluste = Punktnetz.
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Im Pons (Schema III, IV) stehen analogen Abweichungen im La-
sionsgrad von Tegmentum und periaquidduktalem Grau zugunsten Polio
gleicher Befallsschwere von oberer Olive und Tectum opticum gegen-
tiber. Das Briickenfussgrau ist bei TBE meist schwer; bei Polio nur selten
und von wenigen Infiltraten betroffen (Peters, Heinlein, Kalm, Pette),
was wir bestédtigen kénnen.
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Schema III: kaudaler Pons.

Grad III: Gefdss und Gewebsinfiltration (Knotchen) mit geringem Parenchymaus-
fall = unterbrochene Horizontallinien.

Das Kleinhirn zeigt distinkte Unterschiede durch Beschrénkung der
entziindlichen Léasionen auf Zentralkern, Mark und Wurmrinde bei
Polio (Peters, Kalm, Horanyi-Hechst, Pette, eigene Félle) gegeniiber
diffusen schweren Befall bei TBE. Auch fortgeschrittene isché@mische
Rindenschiden bei Beatmungsfillen von Polio (Simima) sind von den
primér entziindlichen Lésionen im allgemeinen gut abgrenzbar,

Im Mittelhirn (Schema V) treten bei beiden Krankheiten schwere
Ausfille in Tectum opticum und Nucl. interpeduncularis, geringer im
Ruber hervor. Periventrikuldres Grau und Oculomotoriuskerne sind bei
TBE meist weniger betroffen. Die Nigra zeigt bei uniformer Verschonung
der roten Zone im eigenen Polio-Material schwerere Ausfélle als bei TBE.
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Schema IV: oraler Pons.

«Grad IV: Gefdss und Gewebsinfiltration mit missiggradigem Parenchymausfall =
Horizontallinien.

(vgl. Simma, Zeitler u. Noetzel), erwies sich bei anderen Polio-Epidemien
-aber als gering affiziert (Horanyi-Hechst, Kalm, Pette, van Bogaert),
wihrend bei RFSE Parenchymausfille bis 60% auftreten (Haymaker
et al.).

Im Zwischenhirn (Schema VI) scheint das Ventrikelgrau bei Polio
konstant und schwerer betroffen als bei TBE, widhrend der Thalamus
umgekehrtes Verhalten bietet: schwerer Befall bei TBE, aber mitunter
fehlende oder geringe Affektion bei Polio (epidemieabhidngige Schwan-
kungen). Im Befallsmuster des Thalamus bestehen keine Unterschiede,
da die retikuldren Kerne stets bevorzugt betroffen und die bei TBE
stdrker geschddigten Ventralkerne auch bei Polio bevorzugt sind. Bei
gleichem Befall der Zona incerta scheint das Corpus Luys bei TBE
geringer affiziert als bei Polio, kann aber auch bei dieser relativ
verschont sein (Baker). Amygdala und Nucl. pontis lat. sind bei TBE
schwer; bei Polio kaum betroffen (Pette, Kalm, Simma, Baker, van
‘Bogaert).
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Abb. 15,716 17
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Schema V: Mittelhirn.
Grad V: Gefdss und Gewebsinfiltrate mit starken Parenchymausfall = Vertikal-
linien.

Schema VI: Stammganglien.

Grad VI: schwerste Parenchymausfille bis inkomplette Nekrose = Liniennetz;
spongiose Fokalnekrosen = schwarze Fleckung.
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W

Schema VIII: Hypothalamus (nach Diepen).

Der Linsenkern (Schema VI, VII) bietet fast inverses Befallsmuster
von Pallidum und telencephalem Striatum: dem starken, aber inkon-
stanten Pallidumbefall bei Polio (Horanyi-Hechst, Kalm, Pette) tritt ein
starker Knétchenprozess im Putamen, geringer im Caudatum bei TBE
gegeniiber, wihrend sie bei Polio kaum oder nur diskret betroffen sind
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(Pette). Das bei TBE bevorzugt gefallene Claustrum ist bei Polio meist
verschont oder zeigt nur wenige lockere Knotchen. Dem préadilektiven
Befall der Subst. perf. ant. bei TBE steht jener der Subst. innominata
bei Polio gegentiber.

Im Hypothalamus (Schema VIII) fillt als konstante Diskrepanz eine
relative Verschonung von Nucl. paraventricularis und supraopticus bei
TBE gegeniiber erheblichem Entziindungsbefall bei Polio auf (Kalm,
Pette, Baker, van Bogaert). Auch die Medialkerne zeigen Unterschiede
zugunsten Polio, widhrend im lateralen und dorsalen Hypothalamus fast
gleiche Befallsintensitdt herrscht. Das Corpus mamillare ist bei beiden
meist ausgespart.

Der fakultative Grosshirnbefall bei TBE besteht in disseminierter
Knoétchenaussaat tber Rinde und Subkortikalmark ohne die fiir Polio
typische Einschriankung auf die motorische Rinde (Pette, Kalm, Good-
pasture, Horanyi-Hechst, Baker). Eine seltene diffuse Grosshirnaffektion
bei Polio (Simma) mit geringer Markbeteiligung war im eigenen Material
niemals nachweisbar. Anderseits konnen die betroffenen Rindenareale
bei Polio stirkere Parenchymausfdlle mit pseudolaminédrer Konfluenz
und seltener Bildung spongitser Nekrosen dhnlich TBE aufweisen.

Zusammenfassend ergeben sich als wichtigste topische und quanti-
tative Lasionsunterschiede des ZNS bei TBE gegeniiber Poliomyelitis:

1) obligater schwerer Befall des Hirnstammfussregion insb. Oliven,

2) schwere disseminierte Kleinhirnaffektion ohne Lokalbeschrédnkung,

3) Vorzugsbefall von Neostriatum und Claustrum gegeniiber Pala-
ostriatum,

4) schwerer Befall des Riechhirngraus samt Amygdala,

5) relative Verschonung ventraler Kerne des markarmen Hypotha-
lamus,

6) konstante und stdrkere Affektion der grossen Thalamuskerne,

7) disseminierter, unbeschrankter Befall von Grosshirnrinde und
-mark,

8) Auftreten spongioser Fokalnekrosen in grauer und weisser Substanz.

Obwohl nicht beabsichtigt ist, eine Diskussion der formalen und topi-
schen Prozessunterschiede zwischen TBE und Polio vorzunehmen, sei
auf ihre praktische Bedeutung fir die Differenzierung beider Erkran-
kungen hingewiesen. Man mag einschridnken, dass die allen entziindli-
‘chen Affektionen des ZNS innewohnende Spektrumbreite von Prozessart
und -lokalisation sowie die Fclge komplizierender Faktoren im Einzelfall
Schwierigkeiten in der Abgrenzung bedingen konnen, doch gestattet
u.E. die systematische neuropathologische Untersuchung im allgemeinen
klare Entscheidungen. Im ubrigen halten wir mit Kornyey dafiir, dass
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Abb. 21. Schematische Verteilungsmuster der entziindlichen Lisionen bei TBE.

Die Hirnstammschnitte geben jeweils Maximalbefall (rechts) und Minimalldsionen

(links) an. Legende: Kreise = Entiindungsknétchen; Lingsellipsoide = Gefissin-

filtrate; Punkte = diffuse Gewebsinfiltrate; schwarze Flecken = Rarefikationsne-
krosen.
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unter den biologisch nicht verizifierten, etwa als Polio klassifizierten
Encephalitiden unserer Breiten eine Anzahl von Féillen enthalten ist, die
nach morphologischen Kriterien den Arbo-Infektionen zuzurechnen
sind. Eine der Aufgaben der Encephalitisforschung besteht daher in der
systematischen Untersuchung jedes Einzelfalles in enger Zusammenarbeit
mit der Mikrobiologie, um Moglichkeiten und Grenzen der morpholo-
gischen Differentialdiagnose festzulegen, die Wertigkeit von Detailsymp-
tomen zu préazisieren und dariiber hinaus Riickschliisse iiber die
Wesensart der Gesetzméssigkeiten neurotroper Virusinfektionen des
ZNS zu gewinnen.
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F. Seitelberger, K. Jellinger
NEUROPATOLOGIA KLESZCZOWEGO ZAPALENIA MOZGU

Streszczenie

Przedstawiono przeglad zmian neuropatologicznych w Kkleszczowym zapaleniu
moézgu (TBE) na podstawie analizy morfologicznej 11 przypadkéw wlasnych, w tym
9 z weryfikacja mikrobiologiczng, pochodzacych z epidemii wystepujacych w Austrii
w latach 1954—1964, oraz poréwnano je z ta samg postacig zapalenia w oparciu
o material pochodzacy z innych krajow.

Morfologiczny substrat TBE odpowiada w pelni pierwotnemu zapaleniu wiru-
sowemu o rozprzestrzenieniu zblizonym do typu ,fleckférmige Polioencephalitis”
Spatza. Zesp6l zapalny obejmuje pierwotne zwyrodnieniowe zmiany parenchymal-
ne (rozsiane ubytki komérek nerwowych z neuronofagia) i komponente zapalng
wystepujacg gléwnie w obrebie mezodermy naczyniowej w postaci niezaleznie od
siebie wystepujacych naciekéw w oponach i okolonaczyniowych (o charakterze
lymfo-plazmo-histiocytarnych) oraz rozsianych mieszanokomérkowych naciekéw
§r6dtkankowych (grudki zapalne). Wystepujace w przebiegu procesu zapalnego
gabczaste ogniska martwicy w substancji szarej i bialej patogenetycznie sg nastep-
stwem naczyniopochodnego, zapalno-toksycznego uszkodzenia elementéw neuroekto-
dermalnych (makroglej, neuryty) bez udzialu czynnika naczyniowo-krazeniowo-
-ischemicznego. Zesp6t zapalny charakteryzuje sie patognomonicznym ukladem
topograficznym o indywidualnie r6znej rozleglo$ci. Cechuje go stale zajecie rdzenia,
pnia moézgowego, moézdzku i miedzymoézgowia z zawsze obecnymi zmianami
w moézdzku i w oliwach dolnych i niejednakowym udzialem w procesie calego
kresomézgowia z rozsiewem grudkowym w korze, istocie bialej i w neostriatum.
Poréwnawcze badanie morfologiczne przypadkéw kleszczowego zapalenia mézgu
z réznych krajéw nie wykazalo miedzy nimi zadnych istotnych réznic, co podkresla
biologiczng jedno$é tej postaci zapalenia. Wystepujace u pozostatych postaci Arbo-
-B zapalen nieznaczne odchylenia anatomiczne przemawiaja za ich bliskim pokre-
wienstwem biologicznym, podczas gdy Arbo-A encefality wykazujg znaczne réznice
neuropatologiczne. .

Dla oddzielenia kleszczowego zapalenia moézgu od Poliomyelitis przebadano
poréwnawczo histo-topograficznie jakoS§ciowo i cze§ciowo iloSciowo 20 biologicznie
potwierdzonych przypadkéw $miertelnych z epidemii Polio w Austrii z lat
1959 — 1963. Obok réznic strukturalnych w reakcji tkankowej (udzial komponenty
glejowej w Polio) stwierdzono wyrazne réznice topograficzne oraz rézne miejsca
predylekcyjne dla obu postaci. Polegaja one, przy podobnym zajeciu rdzenia i pnia
mézgowego, na odmiennym zachowaniu sie oliw, struktur szarych podstawy mostu,
mézdzku i podwzgbérza, w mniejszym stopniu wzgérza i podstawnych formacji
wechomézgowia, takze na odwréconym stosunku zmian w paleo i neostriatum oraz
znacznej réznicy w zajeciu kory i istoty bialej. Zastanowiono sie nad praktycznym
znaczeniem faktycznych ré6znic w obu postaciach zapalen.

&. Banrensdeprep, K. Enaunarep
HEPBOITATOJIOI'USA KJEIIEBOTIO SHIIEDAJIUTA

CoxzgepxaHue

IIpuBoauTCA 0630p HEBPONATOJOTMYECKMX M3MEHEHM) HpyM KJEIeBOM SHIedannTe
(TBE), ommparoupmica Ha MopdosorndyeckoM aHaam3e 11 coOCTBEHHBIX Clydaes,
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cpeay KOTOPbIX — 9 JOTIOJNIHAETCA MMKpOOMoJiormyeckoit Bepuduraumen. IIpusegeH-
Hble CJy4dau IPOMCXOAAT W3 aBCTPMICKMX SNMUAEeMMil, HaOJIOfaeMbIX B mepuozae
1954—1964 rr. JlaHHBIe cay4ay CPaBHMBAIOTCA ¢ aHaJoOrM4HoOi dopmoit sHuedaanra,
IIPOCTYTIAIOIIETO B JAPYIMX CTPaHaxX.

Mopdonornuyeckuit cy6erpar TBE IOJHOCTHEIO COOTBETCTBYET NEPBUYHOMY BUPYC-
HOMY BOCHAaJIEHMIO C pacmnpocrpaHeHueM Omm3rmMm K tuny .flockformige Polioence-
phalitis” IIInaTtna. BocnaauTeabHBI KOMIIJIEKC OXBaThIBAaeT MEPBMYHBIE JereHepaTuB-
Hble ITapeHXMMAaTO3HbIe M3MEHEeHUdA (nnccemuaupoaéunbxe nedeKTbl HEPBHLIX Kie-
TOK ¢ HeMpoHodaruei) M BOCIAJUTENbHbBI KOMIIOHEHT, MOABJIAMILUIACA II0 IIPEeuMy-
IecCTBY B IIpefieJlaX COCYAMCTOM Me30AepPM B BHUJe He3aBUCUMMBIX APyl OT Apyra MH-
(UIBTPAaTOB B MO3IOBBIX 000J0YKaX M OKOJIOCOCYAMCTBIX IHpPOCTPaHCTBaxX (ammdo-
MJa3MO-TUCTUOLMTAPHOTO XapakTepa) ¥ pPacCedHHbIX Pa3HOKJETOYHBIX BHYTPUTKAa-
Hel_api_g; MHOUILTPATOB (BOCTIANNTEIbHbIe KOMOYKM). CrIoHrMoMAalbHbIe OYary HeKpo3a,
}noma.rnmon.meca B TeYEeHMM BOCIIAJMUTEJBHOrO IIpolecca B cepoM u 06eyioM BeljecTBax
HaTOr€HEeTUYeCK) SABJIAIOTCA IIOCHEACTBMEM Ba30T€HHOIO, BOCHAJUTENIbHO-TOKCHYEC-
KOTO TIOBPEXJEeHMUA HelpoAepMalbHbIX 9JIEMEHTOB (MaKpOIJaM#A, Henpouurtsl) Ge3
VYacTus COCYZAMCTO-LMPKYJIATOPHO-UIIEMUYEecKoro akropa. BocrnanauTenbHBIT KOM-
IJIeKC XapaKTepuslyeTcsa NaTOTHOMOHMYECKOJ Tomorpadmuyeckoi CTPYKTYPOI ¢ pa3Holl
VHAMBUAYAJBHOI PaclpocTPaHEeHHOCThIo. Ero xapakrepmu3yeT IMOCTOAHHOE ITOpazkeHue
COMHHOTO MO3ra, MO3rOBOTO CTBOJIA, MO33Ke€4YKa JM MPOMEIKYTOYHOTO MO3ra C BCEeria
HaJWYHBIMM U3MEHEHMAMM B MO3XKEe4YKe M B HUMIKHMX OJMBaX M HEOAMHAKOBBIM ydac-
TMEeM B IIpoliecce BCEro KOHEYHOrO MO3ra ¢ KOMOYKOBOI [AMcCEMMHAIMeir B Kope,
Genom BelecTBe M B neostriatum.

CpaBHuTeJIbHbIE MOP(OJIOrMYecKye UCCIeA0BaHNA ClIydaeB KJeleBoro sHuedaanra
U3 pa3HbIX CTPaH He IOKa3aJyM CYLIeCTBEeHHBIX MEXKAy HMMM pas3jn4umif, YTO yKas3bI-
paeTr Ha OmMoJOTMYEeCKOe eAMHCTBO 3TOi (bopMbI BocmajeHuA. HabGmogaeMble y ocTalns-
HbIX (bopMBI Arbo B BocmasieHMii He3HAaYUTEJbHblEe aHATOMMYECKME OTKJIOHEHUA pe-
AT 0 UX OGJM3KOM OMOJIOTMYECKOM CPOACTBE, B TO BpeMa KakK Arbo A sHuedaanThbl
OTINYAIOTCA 3HAYUTEJBHBIMM HEBPOIIATOJOIMYECKMMY Pa3HUIaMMU.

Jnsa pasfeneHMa KJeleBOro SHuedaauTa OT MNOJMOMMIJINTA TIPOBOAMIMCH CPaB-
HUTEeJbHBIE TUCTO-TONorpaduyecKue nccnenoaa;mn 20 OmosormyecKmM JOKa3aHHBIX
JieTaJbHbIX ciay4daeB u3 snuaemum ITommo u ABcTpum 3a nepmoxn 1959—1963. Kpome
CTPYKTYPHBIX OTJMYMII TKAHEBOM pearkumyu (ydacTue IiIyeBOro KoMmnoHeHTa B ITouno)
O0HapyXMBaJMUCh OTYETJMBBIE Tornorpacduyeckue pasHMULbl U pPas3iInMyHble TPeguiIeKk-
TUBHBIE MecTa AJaA oboux cdopM. OHM 3aKJIIOYAKOTCA, IIPY ITOXO0KEM IMOPaXKEeHUM CIIMH-
HOTMO MO3ra M MO3IOBOrO CTBOJIa, B Pa3HbIX M3MEHEHMAX B OJUBAX, CEePBIX CTPYKTY-
pax OCHOBaHMM MOCTa, MO3XKedKa M TIUIoTajlaMyca, B MEHIUe} CTeleHM Tajlamyca
I1 OCHOBHBIX bopMaumaAX OOOHATEJNBHOTO MO3ra TakzKe B 0OpaTHBIX HPOMOPUMAX MU3-
meHeHMi1 B Paleo u neostriatum m 3HauMTeNbHOM pa3HMIIE B IOPazKeHUM KOpPbI M Oe-
Joro BemjectBa. OO6cyzRpaeTcsas IPakKTUYECKOe 3HadeHMe (aKTUYECKUX pPas3amynii
B o6oMX BMAAaX BOCTIAJIEHMA.
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ABBILDUNGSERLAUTERUNGEN

Abb. 1. Heimische TBE (NI 75/58). Halsmark Typische Neuronophagie einer mo-
torischen Vorderhornzelle. K. V. 560 x.

Abb. 2. Heimisclie TBE. A — Rp 295/63. Frontalrinde. Unregelméssiger, gelappter
paranuclealdrer Einschluss in bldschenférmig aufgetriebenem Kern einer Nerven-
zelle mit erheblicher Homogenisierung des Cytoplasmas. K. V., 2800 x. B, C — NI
75/58. Claustrum. Unregelméssige, teils bohnenférmige p:ranucleoldre Kernein-
schliisse in Nervenzellen mit eosinophiler Plasmahomogenisicrung. H. E. 560 x (B);
1400 x (C).

Abb. 3. Protrahierte CSSR-TBE (Fall Bednar) — A, B. Kleinhirnrinde. ,,Cyto-
phagien” in geschwollenen Purkinjezellen. Einlagerung eines rundzellingen Gebil-
des im Plasma (B) HE 350 x und pseudovakuolige Umwandlung; (A) H.E. 560 x.
C — Protrahierte heimische TBE (NI 119/61). Kleinhirnrinde. Einlagerung
mehrerer kleiner Rundzellelelemente im Plasma geschwollener Purkinjezellen. Ver-
mehrung der Bergmannglia. K. V. 350 x.

Abb. 4. Protrahierte heimische TBE (rp 395/63 — A, B; A — Putamen. Periva-
sale Infiltrate aus Lymphocyten, grossen Plasmazellen und reichlich teils zweike-
ringen Monocyten. H.E. 560 x. B — Grosshirnmeningen. Lockere Einstreuung von
Lymphozyten, grossen, teils degenerierten Plasmazellen und vakuolisierten Makro-
phagen. H.E. 560 x. C — Protrahierte CSSR-TBE (Fall Bednar). Meningen occipital.
Infiltrat aus Lymphozyten, Plasmazellen und grossen, teils mehrkernigen Monocy-
ten mit starker Plasmaexsudation, K. V. 560 x.
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Abb. 5. Heimische TBE. A — Ni 75/58.. Claustrum. Knétchenférmiges Gewebsin-
filtrat aus polymorphen Histiocyten mit hellem rundlichen Kern, einzelnen Mikro-
gliazellen mit dunklen, ldnglichen Kernen und wenigen Plasmazellen. H.E. 560 x.
B — NI 7/59. Substantia nigra. Dichtes knotchenférmiges Gewebsinfiltrat aus hell-
kernigen Histiocyten und einzelnen melaninbeladenen Makrophagen; nur spérlich
langlich-kipfelformige Mikrogliazellen. Intakte pigmenthaltige Nervenzell (x). K.V.
560 x. C — NI 75/58 Inselrinde. Lockeres, gefdssnahes knétchenférmiges Gewebsin-
filtrat aus Hisitiocyten mit hellem rundlichovalem Kern ohline Fortsatzbildung und
sparlich lédnglichen mikrogliosen Stdbchenzellen mit stummelférmigen Fortsédtzen.
Hortega-Penfield 300 x. D — NI 75/58. Riickenmark-Vorderhorn. Im parenchyment-
blossten Areal liegen nach Abgang der mesodermalen Elemente diffus proliferierte
Mikrogliazellen und wenige plasmatische Astrozyten. K.V. 560 x.

Abb. 6. Heimische TBE (NI 119/61). Kleinhirnrinde — A, B; A — Locker-diffuse
Infiltration um dilatierte, blutgefiillte Venolen in Purkinje und Molekularschicht.
K.V. 130 x. B — Diffuses Ausschwédrmen polymorpher hyperplastischer Histiozyten
vermischt mit lockerer Bergmann--Gliawucherung in das leicht aufgelockerte Ge-
webe. Endothelschwellung. Hyperchrome Purkinjezelle (x). K.V. 320 x. C — Rp
395/63. Kleinhirnrinde. Reichlich Kornchenzellen mit umschriebener pordser Ge-
websauflockerung in der Molekularschicht. Astroglia verschwunden. H.E. 360 x.
D, E — Protrahierte CSSR-TBE (Fall Bednar). Kleinhirnrinde, D — Grobpordse
Gewebsauflockerung in Molekularschicht mit spédrlich Phagenzellen, einigen Mi-
krogliakernen und pyknotischen Endothelzellen. H.E. 175 x. E — Rarenfikations-
nekrose mit schwerem Axonzerfall in Molekularschicht mit wenigen Mikrogliaker-
nen. Bodian 175 x.

Abb. 7. Heimische TBE (NI 119/61). A — Fokale Spongionekrose mit lockerem
Gliafilament. Netzwerk, intakter Kapillare mit pyknotischen Endothelkernen {x x)
einzelnen geschrumpften Nervenzellen (x) und vereinzelten Phagenzellen (xxx).
K.V. 350 x. B — Spongioser Herd, weitgehend zellentblésst mit einzelnen randstdn-
digen pyknotischen Nervenzellen und Mikrogliakernen. K. V. 175 x. C — Orbital-
rinde. Ausschnitt aus spongiosem Herd mit pyknotischen Nervenzellen und einzel-
nen Mikrogliakernen. K.V. 250 x. D — Parietallappen. Ausgedehnte cystische, zell-
arme Rarefikationsnekrosen in tiefen Rindenschichten und subcortikalem Mark.
Kleine Spongioselverdchen in mittlerer Rinde. Locker-fleckrérmige Mikrogliawu-
cherung. Geringe Infiltration der Meningealgefdsse K.V. 40 x. E — Heimische TBE
(?) — NI 140/62. Calcarinarinde. Reichlich kleine, zellarme Spongioseherde in mit-
tleren und tieferen Rindenschichten. Rundzellsiume um Rindengefédsse. K.V. 35 x.

Abb. 8. Akute heimische TBE (Ni 94/61). Grosshirnmarklager — A, B; Fleckf6r-
mige Marklichtung im Bereich eines dichten knétchenférmigen Gewebsinfiltrats.
Kl. Barera 560 x. (A); Kl. Barera 140 x (B). C. — CSSR-TBE (Fingerland 503/53).
Dichtes saumférmiges perivasales Gliainfiltrat im Briickenfuss. H.E. 140 x. D, E —
Heimische TBE (Rp 395/63). Pes pedunculi; D — Perivasales Rundzellinfiltrat mit
zahlreichen diskontinuierlichen Axonauftreibungen (x). K.V. 220 x. E — Axonauf-
treibungen mit beginnender spongitser Integration. K.V. 560 x.

Abb. 9. Heimische TBE; A — NI 114/63. Halsmark. Dichte Gefdss und Gewebsin-
filtration in Vorder und Hinterhorn mit inkompletten Nervenzellausfall. Rundzell-
sdume um radidre Markgefdsse. K.V. 14 x. B — NI 75/58. Lumbalmark. Fleckfor-
mige Gewebsinfiltrate mit partiellem Nervenzellausfall im Vorderhorn. K.V. 12 x.

Abb. 10. CSSR-TBE (Fingerland 503/53). Untere Olive. Zahlreiche knétchenfér-
mige Gewebsinfiltrate und Gefdsssiume — A. K.V. 14 x. B — Heimische TBE (NI
97/64). Untere Olive. Dichte knétchenformige Infiltrate mit Nervenzellausfall im
Zellband.

Abb. 11. Heimische TBE (?) (NI 135/62). Briickenfussgrau. Dichte kndtchen und
schwadenférmige Gewebsinfiltrate in den Markformationen und Kernen mit Ner-
venzellausfall. K.V, 35 x.

Abb. 12. Heimische TBE (NI 114/63). Kleinhirnrinde. Geschlossene schwadenfor-
mige dichte Infiltrate in Purkinje und Molekularschicht mit Neuronophagien bzw.
Ausfall der Purkinjezellen. Starke Rundzellinfiltrationen der Meningen mit Uber-
greifen auf intracerebrale Gefdsse. K.V. 87 x.
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Abb. 13. Heimische TBE. (NI 7/59). Briickenhaube. Knotchenféormige und gross-
fleckige Gewebsinfiltrate mit mé&ssigem Nervenzellausfall in grosszelligen Reti-
kulérkernen. K.V. 50 x.

Abb. 14. Heimische TBE (NI 7/59). Zona Compacta nigrae. Fleckformige Gewebs-
infiltrate mit Nervenzellausfall und Pigmentausstreuung neben intakten pigmen-
thaltigen Nervenzellen. K.V. 140 x.

Abb. 15. Heimische TBE. Nucl. paraventricularis; A — (NI 74/61). Gewebsauf-
lockerung mit spérlicher interstitieller Infiltration. Entziindungsknétchen im Nucl.
perifornicalis. K.V. 87 x. B — (NI 75/58). Intakter Parenchymbestand ohne entziin-
dliche lésionen. K.V. 52 x.

Abb. 16. Heimische TBE (NI 74/61). Nucl. tuberomamillaris. Dichte fleck und
knotchenformige Gewebsinfiltrate mit Neuronophagien und Zellausfdllen. K.V.
87 %

Abb. 17. Heimische TBE (NI 119/61). Nucl. reticularis lat. thalami. Zahlreiche
fleckformige Gewebsinfiltrate mit Nervenzellausfdllen, dichten Gefdssdumen und
diffuser interstitieller Infiltration. Nucl. lateralis thalami (rechts oken) nur gering
ketroffen K.V. 68 x.

Abb. 18. Heimische TBE (?) — NI 135/62. Putamen. Zahlreiche knétchen- und
fleckformige und Gewebsinfiltrate und Geféssinfiltrate. K.V. 35 x.

Abb. 19. Heimische TBE (?) — NI 135/62. Claustrum-Inselrinde. Verstreute Ent-
ziindungsknétchen mit Nervenzellausfall. K.V. 87 x.

Abb. 20. Heimische TBE (NI 114/63). Frontobasalrinde. Geféss und locker knot-
chenférmiges Gewebsinfiltrat mit Neuronophagien und locker interstitieller Ge-
websinfiltration in mittleren Rindenschichten — A. K.V. 87 x; CSSR-TBE (Fall
Fingerland 77/55). Calcarinarinde. Verstreute Entziindungsknétchen mit Nervenzell-
verlust und locker interstitielle Infiltration — B. K.V. 140 x.
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E. OSETOWSKA

DIAGNOSTIC NEUROPATHOLOGIQUE D’ENCEPHALITE A TIQUES
EN POLOGNE *

Institut de Neuropathologie, Académie Polonaise des Sciences, Varsovie

Malgré le progres et les facilités d’examen virologique existent encore
plusieurs circonstances ou le diagnostic d’encéphalite a tiques s’appuie
uniquement sur la vérification neuropathologique. Dans les conditions
polonaises cette nécessité concerne surtout le matériel provenant du
dédans de pays. Les petits hopitaux provinciaux éloignés des stations vi-
rologiques, méme en posant le diagnostic ,,d’encéphalite” ont dans I’exa-
men post mortem un seul recours de le préciser. Nous avons dans notre
archive neuropathologique trois cas regcus des régions du pays reconnues
comme le foyer endémique d’encéphalite a tiques. Devant ce matériel de
routine souvent incomplet et avec les données cliniques sommaires il se
pose la question dans quelle mesure ’étude neuropathologique peut pre-
tendre d’assurer le diagnostic étiologique. Cependant d’aprés nos connais-
sances il n’y a dans notre presse médicale aucun cas d’encéphalite a ti-
ques ou l’étude virologique et neuropathologique fut faite parallément.
Nous présentons ci-dessous ces trois observations, dont une (le cas II-me)
fut publiée dans la presse polonaise en 1962 (Osetowska, Glawdzin:
Neurol. Neuroch. Psych. Pol. XII).

Observation I (PAN 63/64), date de 'automne 1963. Jeune homme
a4gé de 24 ans, habitant la région de Bydgoszcz, sans anamnése fami-
liale et personnelle, devient subitement malade. Aprés deux jours d’une
malaise générale, il developpe des maux de téte, un état fébril, des vo-
missements. Admis dans le service général le troisiéme jour dés le début
d’affection, il présente le syndrome méningé et discrets signes de foyer
a gauche. Dans le liquide céphalo-rachdien la pleiocytose 100, lympho-
cytaire. D’autres examens de laboratoire n’apportent pas de revelations
notables. L’état du malade s’aggrave d’un jour a l'autre, il devient som-
nolent, ensuite comateux et meurt en 17-me jour de l'observation cli-
nique.

* Ce travail est executé avec le support de P. L. 480 U. S. Public Health Service,
agrément 227793.
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Le diagnostic clinique est celui d’encéphalite viral (sans examen). A
lautopsie générale on trouve la bronchopneumonie disséminée et ’hyper-
emie des organes internes. L’examen histologique sur les petites coupes:
méningo-encéphalite lympho-plasmatocytaire. Pour l’examen neuropa-
thologique on a recu le cerveau coupé transversalement, presque entier
(a Texception de petites coupes prises de 1’écorce) fixé au formol. Tech-
nique: grandes coupes transversales de quatre niveaux cérébraux, coupes
du tronc et du cervelet, de trois niveaux de la moélle. Inclusion a la pa-
raffine; colorations: Heidenhain, hématoxyline-éosine, crésil-violet. Sur
le matériel congélé: colorations de Spielmeyer, Holzer et soudan III.

Topographie du processus: sur la coupe intéressant 1’écorce frontale et
le commencement des noyaux de la base, on note la présence des champs
des infiltrations tissulaires sur le fond spongieux, situées dans plusieurs
circonvolutions le long du ruban cortical. Dans I’axe blanc des circonvo-
lutions il y a des infiltrats périvasculaires, qui se font plus rares vers le
centre ovale. Les noyaux de la base: la téte du noyau caudé et le puta-
men sont, sur ce niveau, presque entiérement épargnés. Aux niveaux
central et centro-pariétal les nécroses, couvertes par des infiltrations
sont plus rares dans I'écorce, elles s’accumulent cependant dans le thala-
mus, spécialement dans les groupes médians et se prolongent en arriére
jusqu’au pulvinar. Le putamen, le noyau caudé, le corps southalamique
du Luys, le corps géniculé latéral sont libres des lésions nécrotiques et
infiltratives. Quelques importants infiltrats périvasculaires et des né-
croses débutantes se voient dans le pallidum. Aussi dans la région re-
trolenticulaire et vers les noyaux du hypothalamus on marque l'accen-
tuation des infiltrats périvasculaires. Dans la substance blanche les lé-
sions inflammatoires se trouvent toujours dans la région souscorticale
avec une diminution de l’atteinte vers le centre ovale. Dans 1’écorce pa-
riétale et occipitale il y a quelques discrets infiltrats autour de petits
vaisseaux. Au niveau du mesencéphale, parmi les noyaux du pont on
rencontre de nombreuses plages histio-glio-nécrotiques. Dans le bulbe
I'atteinte s’accentue dans les circonvolutions olivaires sous forme des
plages et des nodules micro-glio-histiocytaires. Au niveau du cervelet
il y a des raréfactions spongieuses sans réaction cellulaire. Ces champs
sont liés uniquement avec la couche moleculaire de ’écorce cerebelleuse.
Dans la substance blanche du cervelet, dans les axes lamellaires et dans
les circonvolutions du noyau dentelé on apercoit des infiltrations intratis-
sulaires diffuses et des nodules glio-histiocytaires semblables aux forma-
tions décrites dans le tronc cérébral. Vers la moélle sousbulbaire le pro-
cessus inflammatoire s’épuise. On y note encore quelques infiltrats péri-
vasculaires trés modestes, tandis que la moélle thoracale et lumbale est
entiérement intacte.
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Structure du processus: elle est constituée par les nécroses infiltratives,
par les infiltrats périvasculaires, les plages d’infiltration intratissulaire,
les nodules mixtes et I'atteinte neuronale. Les nécroses corticales pré-
sentent une raréfaction spongieuse du tissu fondamental, couverte par
une infiltration des lymphocytes, des histiocytes, parmi lesquels on peut
presque toujours déceler un petit vaisseau aux parois plus ou moins de-
sagrégées. Vers ce centre d’accumulation cellulaire. afflue d’entourage la
microglie en batonnét, dispersée largement au déla des limites précises
de la nécrose (fig. 1). Les nécroses situées au niveau thalamique différent
par la faible composante d’élements hématogénes et la prévalence des
corps granulo-graisseux, avec une surcharge visible des débris tissu-
laires (fig. 2). Les plages et les nodules intratissulaires différent entre
eux par les dimensions: les plages sont plus larges avec les limites moins
précises (fig. 3). Les nodules beaucoup plus petits ont aussi la structure
cellulaire plus compacte. La composition cellulaire est la méme: la mi-
croglie, les histiocytes, les lymphocytes. On a I'impression que les deux
formes de la réponse inflammatoire sont liées avec des vaisseaux — les
nodules se voient exceptionnellement autour des neurones, le plus souvent
ils sont collés aux vaisseaux capillaires. Les infiltrats périvasculaires
concernent avant tout les veines et les venules, les artéres sont atteintes
plus rarement. Les vaisseaux sont entourés d’un halo d’imbibition se-
reuse couverte par les cellules infiltratives. Ces derniéres — lympho-
cytes, plasmatocytes, histiocytes et microgliales — passent des parois
vasculaires dans le tissu d’entourage. L’atteinte neuronale est univer-
selle, grave mais sans forme caractéristique, elle correspond aux altéra-
tions neuronales ischémiques, chroniques, homogénes et aux images de la
tigrolise plus ou moins evoluée. La topographie des lésions cellulaire est
sans rapport direct avec la topographie des lésions d’ordre inflammatoire;
I'atteinte neuronale est beaucoup plus généralisée. Un élement structurel
spécial présentent les nécroses spongieuses de 1’écorce cerebelleuse — ce
sont des champs de raréfaction sans aucune réponse cellulaire. On ne les
rencontre que dans cette localisation. La my#éline subit une destruction
secondaire en voisinage des vaisseaux sous l'influence de 'oedéme et de
I'inbibition sereuse intratissulaire.

Les réactions de la part de la microglie sont plus visibles que celles de
I'astroglie. Le renforcement fibreux se voit uniquement dans les régions
sousépendymaires et souspiales. Dans les méninges il y a une infiltration
diffuse lympho-plasmo-histiocytaire avec quelques infiltrats plus denses
autour des vaisseaux.

Observation II (PAN. N, 30/60). Jeune fille de 19 ans, elle tra-
vaille en été 1960 pendant quelques semaines comme ouvriére foréstiére
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dans la région de Bydgoszcz. Subitement, en plaine santé, elle se plaigne
des maux de téte, elle a des vertiges et des vomissements. Admise dans
le service des maladies infectieuses a I’hopital de Bydgoszcz le 14.1X.1960
elle est déja inconsciente. A I’examen d’entrée elle présente le syndrome
méningé, le nystagme horizontal, la parésie du nerf VI gauche. Tous les
reflexes a I'exception du reflexe achiléen gauche sont abolis. Les organes
visceraux sont sans changements notables. Les examens de laboratoire
n’apportent pas de données caractéristiques. La pleiocytose 60, lym-
phocytaire. La malade meurt en état comateux en deuxiéme semaine
d’observation clinique.

A Tautopsie générale on trouve une duodénite hémorragique, qu’on
attribue a la thérapie corticoide.

Pour I’examen neuropathologique on a recu quelques fragments d’une
hémisphére cérébrale avec un préelevement du pont et un du cervelet.
Fixation au formol. Technique histologique: congélation; colorations:
crésyl-violet, hématoxyline-éosine, soudan IV et par la méthode de Spiel-
meyer.

Avec le matériel incomplet il était difficile de fixer la topographie
exacte, cependant on a pu reconnaitre la région frontale, pariétale, occi-
pitale, le niveau thalamique des noyaux de la base, le cervelet avec 1'é-
corce et le noyau dentélé, le pont.

Dans I’écorce frontale et centrale on voit les champs nécrotiques et in-
filtrés a la fois. La structure de ces nécroses est exctement superposable
sur celle des foyers nécrotiques vus dans le casI. On a seulement impres-
sion que dans le cas II la déstruction tissulaire est plus grave et la parti-
cipation de la microglie beaucoup plus abondante (fig. 4). Dans chaque
foyer nécrotique on peut trouver le vaisseau central presque entiérement
détruit. Vers la région pariéto-occipitale les nécroses corticales sont plus
rares, par contre en entourage de beaucoup de vaisseaux on peut voir de
petites hémorrhagies par diapédese (fig. 5). Dans le thalamus médian
il y a plusieurs champs des nécroses semblables aux corticales mais avec
une prévalence des caractéres nécrotiques sur l'infiltration cellulaire (fig.
6). La participation des macrophages est assez considérable dans tous les
foyers nécrotiques. Dans la coloration avec soudan IV on peut constater
leur surcharge avec ,,la graisse” soudanophile. Dans la substance blanche
on note une imbibition sereuse universelle avec rares et discrets infil-
trats périvasculaires (fig. 7). Ils sont composés presque uniquement par
des lymphocytes. On voit aussi de petites nécroses périvasculaires et des
infiltrations discrétes dans les voies optiques. Au niveau du pont quel-
ques plages des raréfactions avec la réaction cellulaire minime; dans la
substance blanche du cervelet des plages infiltratives glio-histiocytaires,
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avec quelques lymphocytes. Discréte infiltration diffuse dans les mé-
ninges. L’atteinte neuronale comme dans le cas I. Les niveaux mésencé-
phaliques, bulbaires et spinaux — manquent.

Observation III (PAN 158/62) concerne un homme agé de 59
ans. L’observation clinique a I’hopital des maladies infectieuses a Olsztyn
(région Mazury) durait une semaine. Les données d’anamnése manquent,
le malade arriva dans le service déja obnubilé.

L’image clinique correspondait au syndrome méningo-cérébral sans
signes de foyer. Les organes visceraux sans changements notables. Le
liquide céphalo-rachdien: pleiocytose 413 avec 85% des leucocytes, pro-
teines 0,75%0, glucose 68 mg%, chlorures — 730 mg%.

A T'autopsie générale on ne trouve pas de changements caractéristiques.
Le matériel recu pour la verification neuropatologique comprenait quel-
ques morceaux de 1’écorce, des noyaux de la base (sans thalamus), du cer-
velet et du tronc, fixés au formol.

Technique: inclusion a la paraffine, colorations: hématoxyline-éosine
et avec la méthode de van Gieson.

Sur tous les niveaux corticaux obtenables il y a de petits infiltrats pé-
ricapillaires lymphocytaires, I'augmentation et le gonflement des en-
dothelés et une raréfaction du tissu de soutien. Ces changements sont en
général assez dispersés et dans l’écorce frontale 'atteinte est trés dis-
créte. Dans la région pariéto-occipitale on rencontre une accumulation
de petites lésions péricapillaires lesquelles confluent en un champs de
nécrose inflammatoire débutante (fig. 8). Les infiltrats beaucoup plus
nombreaux se voient dans la substance blanche ou ils présentent les
formes périvasculaires avec les transitions vers les plages intratissulaires
(fig. 9) et les nodules mixtes. La participation de la microglie & co6té des
lymphocytes et plasmatocytes est dans ce cas exprimée d’une fagon treés
évidente, Une accentuation frappante du processus s’observe au niveau
du tronc cérébral et du cervelet. Les plages infiltratives se trouvent
parmi les noyaux du pont; les plages, les nodules et les infiltrats péri-
vasculaires dans les circonvolutions d’olive inférieure et dans la substance
blanche cerebelleuse avec une accumulation dans le noyau dentelé (fig.
10). Les altérations neuronales sont graves et universelles sur tous les
niveaux. Dans ’écorce elles sont accompagnées par les raréfactions cellu-
laires dues aux changements simultanés de I’artériosclérose. Les noyaux
de la base représentés dans le matériel uniquement par la téte du noyau
caudé et le putamen montrent des atteintes neuronales, mais ils sont
presque entiérement épargnés par le processus inflammatoire. L’infiltra-
tion des méninges est modérée, lymphohistiocytaire, diffuse.
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DISCUSSION

Ce que frappe dans ces trois cas, c’est d’abord 'uniformité de I'image
clinique. L’age adulte des malades, le début aigu (incertain mais probable
dans le cas III), le syndrome générale méningo-encéphalitique — dés qu’-
on a exclu alexamen microscopique l'inféction bactérienne, I’encéphalite
nécrosante aigiie et I’encéphalite du groupe parainfectieux allergique —
ne laissent pas beaucoup de choix a co6té de I’encéphalite a tiques. Cette
probabilité est renforcée encore par la provenance géographique du ma-
tériel mentionée déja dans I'introduction. Les caractéres cliniques faci-
litent aussi le diagnostic différentiel avec la poliomyélite antérieure ai-
glie, rapprochée surtout de formes radiculo-spinales d’encéphalite a tiques
(Goralski 1961, Radl 1965, Migdalska-Kassurowa 1963, Borzuchowska,
Jezyna 1963, Vizen 1963, Belman 1963).

La topographie la plus typique d’encéphalite a tiques est connue pour
les formes radiculaires et spinales (Grinschgl, Kovac, Seitelberger 1961,
Jellinger, Kovac 1960). Mais avec la correction pour le matériel plus
ample, elle présente aussi ces accentuations corticales, thalamiques, bul-
baires et cerebelleuses (Seitelberger, Jellinger 1965), lesquelles s’impo-
sent dans les observations présentées ci-dessus. Cette topographie est la
plus typique dans le cas I, mais c’est uniquement dans ce cas qu’on dis-
posait du cerveau et de la moélle entiére. Dans le cas II I'atteinte corti-
cale et thalamique sont topographiquement typique; on n’y disposait pas
de bulbe et seulement d’un fragment du cervelet. Le matériel du cas
[II-me est depourvu du thalamus, mais il donne une accentuation impres-
sionante des lésions au niveau du tronc et du cervelet.

‘Dans la structure du processus on peut énumérer d’aprés les auteurs
mentionés ci-dessus et d’aprées les études de Fingerland et Fortel (1961)
et de Bednar (1955 et 1961): les infiltrats périvasculaires, les plages infil-
tratives, les nodules mixtes neuronophagiques, périvasculaires et indé-
pendants des vaisseaux, les nécroses accompagnées des infiltrations et les
nécroses spongieuses. La structure de processus jointe a la topographie
constitue une image tissulaire assez typique pour permettre un diagno-
stic différentiel avec les autres encéphalites connues actuellement. Le
moment le plus difficile: la différentiation entre I’encéphalite a tiques
et la poliomyélite est, dans les cas en question, évitée, grace a forme cli-
nique. D’ailleurs Seitelberger et Jellinger (1965) ont montré les possibi-
lités d’un diagnostic différentiel trés subtil. Il reste quelques points mi-
neurs concernant la composition cellulaire d’infiltrats et I'dge de cer-
taines lésions apercues dans notre matériel.

Notamment il s’agit de la participation de la microglie, laquelle nous
semble trés abondante et caractéristique et sur la présance de laquelle

http://rcin.org.pl



Encéphalite a tiques en Pologne 407

Seitelberger et Jellinger, aussi que Bednar (1961) se prononcent avec
les plus grandes reserves. Certes, il nous manque dans nos cas de vérifi-
cation par I'impreégnation argentée, mais méme sur les coupes de routine,
les cellules en batonnét présentent des caractéres bien différents des
endothéles progressifs (comparer surtout les figures 4 et 9). D’ailleurs
dans certaines piéces de leur documentation Seitelberger et Jellinger
(1965) reconnaissent aussi la présence de la microglie sur les images bien
superposables aux nétres. Il manque dans nos cas de vrais nodules neu-
ronophagiques, cependant nous les avons vu aussi rarement dans notre
matériel experimental (Osetowska, Wisniewski, Wroblewska 1965, Ose-
towska, Wroblewska 1965 et 1966).

L’age des lésions est discussif en ce que concerne l'apparition des né-
croses spongieuses pures. Seitelberger et Jellinger (1965) et Bednar (1961)
les considérent comme le symptome régressif, reservé aux cas avec la
survie prolongée. Elles apparaissent dans le cas I a I’évolution bien aigilie.
Les nécroses semblables observées dans ’encéphalite Japonaise (Shiraki
1965) étaient notées aussi dans la phase aigiie.

Le matériel non verifié virologiquement ne présente pas de base ap-
propriée pour discuter le patho-mécanisme des lésions. Nous nous lim-
terons a une seule remarque. Il nous semble que I'image typique d’encé-
phalite a tique caractérisée par la coexistence des nécroses spongieuses
avec des infiltrations hématogeénes (on doit souligner que toutes ces struc-
tures: nécroses, plages, nodules, infiltrats périvasculaires, font I'impres-
sion des formes rapprochées, ou, avec la prévalence d’imbibition sereuse
ou d’infiltration cellulaire, on peut observer tous les degrés de transition
d’une forme a l'autre) est due a l'atteinte primaire des parois vasculaires
par lesquels les virus passent dans le cerveau en boulversant dés le pre-
mier moment 1’équilibre de la barriére hémato-encéphalique (Albrecht
1962). L’influence nocive sur les vaisseaux s’exprime par la transsudation
sereuse immédiate et par les infiltrations secondaires. La réponse tissu-
laire frappante au niveau périvasculaire persiste minime au niveau des
neurones ou les virus s’accumulent ultérieurement (Osetowska, Wis-
niewski, Wréblewska 1965). Cette dissociation entre la localisation du
virus et la réponse cellulaire fait une différentiation fondamentale entre
I’atteinte cérébrale dans l’encéphalite a tiques et la poliomyélite ou la
rage.

Pour revenir a la question principale de notre étude on en peut résu-
mer la réponse en conclusions suivantes: faute de mieux I’examen neuro-
pathologique peut risquer le diagnostic étiologique. L’image tissulaire
y permet d’éloigner toutes les encéphalites avec la clinique rapprochée,
comme I'ENA, les réponses inflammatoires neuro-allérgiques, les encé-
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phalites bactériennes. Elle rend possible aussi le diagnostic différentiel
subtil avec la poliomyelite et la rage a condition qu’on dispose du
matériel cérébral et médullaire complet.

E. Osetowska

DIAGNOSTYKA NEUROPATOLOGICZNA KLESZCZOWEGO ZAPALENIA
MOZGU W MATERIALE POLSKIM

Streszczenie

Pomimo postepu badan wirusologicznych w diagnostyce kleszczowego zapalenia
moézgu nieraz jeszcze staje sie¢ wobec przypadkéw, w ktérych jedyna mozliwo§é we-
ryfikacji etiologicznej przedstawia badanie neuropatologiczne. W polskim materiale
kleszczowego zapalenia mézgu brak jest doniesien, w ktérych material bylby opra-
cowany réwnolegle klinicznie, wirusologicznie i neuropatologicznie. Autor przed-
stawia 3 przypadki rozpoznane wylacznie neuropatologicznie, jako zapalenie kle-
szczowe. Przypadki dotyczg pacjentéw w wieku 24, 19 i 59 lat. Przebieg kliniczny
we wszystkich przypadkachs byl ostry, kilkunastodniowy, z zespolem oponowo-
-mézgowym, bez objawéw ogniskowych. W badaniu mikroskopowym stwierdzono
obecno§¢ naciekéw rozlanych na martwiczym podlozu w korze mézgowej i we wzgo-
rzu, naciek6w okolonaczyniowych oraz grudek mikroglejowo-histiocytarnych i roz-
lanych naciekéw $rédtkankowych — gléwnie w pniu mézgu i w mézdzku. Prze-
prowadzono poréwnanie zmian opisanych ze zmianami uznanymi w literaturze za
typowe dla kleszczowego zapalenia moézgu. Zestawienie przemawia za uzasadnio-
nym rozpoznaniem kleszczowego zapalenia w przypadkach przedstawionych oraz
za mozliwo$cig postawienia rozpoznania etiologicznego w oparciu o obraz tkanko-
wy uszkodzen moézgu i topografie zmian.

3. OceroBcKa

HEBPOIIATOJIOTUYECKASA JUATHOCTUKA
KJIEITEBOT'O DHIIEDPAJUTA B IIOJBCKOM MATEPUAJIE

CoxgepxaHue

HecmoTpa Ha mporpecc BMPYCOJOTMYECKMX MCCJIEAOBaHMII B JAMArHOCTMKE KJelle-
BOro sHuechaanrTa, Bce ellle MonajgalTcA cjayday, B KOTOPBIX E€AMHCTBEHHYI) BO3MOZK-
HOCTb 9TMOJIOTMYECKOJM OLIeHKM CJIy4dasd CO3JaeT HEeBPOIAaTOJOrM4YecKoe MCCJefoBaHue.
B mosbcKOM MaTepyalie KJELIeBOro HuedanamnTa OTCYTCTBYIOT JOHECEHMA, B KOTOPBIX
MaTepuaJ mnoaBeprajica Obl MapajIeIbHOM KJIMHUYECKO! BUPYCOJOTMYECKON ¥ HEeB-
ponatojyormyeckoir obpaborke. B pabore npMBOAATCA TPM caydasd AMArHOCTUMPOBAH-
Hble KakK KJelLleBoi SHuedaNnT UCKIYUTEIbLHO Ha OCHOBAaHMM HEBPOIIATOJOTMYECKUX
JaHHBIX., OTO cay4day OOJBHBIX B Bo3pacre 24, 19 um 59 ser. Bo Bcex cayyaax KiIn-
HUYECKOoe TedyeHye ObII0 OCTPBLIM, HENPOAOJKMUTEJNbHBIM (HECKOJBbKO AHe), M Xapag-
TEPU30BaJIOCh MEHMHIEeaJbHO-MO3TrOBBIM CHMHAPOMOM 0e3 o4aroBbIX ABJeHM. Mupo-
CKOMMYECKOoe MceaefioBaHue OOHapyxRuao Haamume anddy3HbIX MHOUIABTPATOB Ha
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Fig. 1. Cas 1. Nécrose intracorticale couverte par infiltration hématogéne — micro-
glie affluant d’entourage. Congélation. Hématoxyline-éosine, agr. 150 x.

L

T:ig. 2. Cas I. Nécrose intrathalamique remplie des macrophages. Paraffine. Héma-
toxyline-éosine, agr. 300 x.
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Fig. 3. Cas I. Plage infiltrative au niveau d’olive inférieure, Paraffine. Crésyl-violet,.
agr. 300 x.

Fig. 4. Cas II. Nécrose intracorticale avec importante participation de microglie em
batonnét. Congélation. Hématoxyline-éosine, arg. 300 x.
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Fig. 5. Cas II. Hémorrhagies par diapédese dans l’écorce. Congélation. Hématoxy~

line-éosine, agr. 300 x.

Fig. 6. Cas II. Nécroses inflammatoires au niveau du thalamus. Congélation. Spiel-

meyer, agr. 150 x.
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Fig. 7. Cas II vDis-cret infiltrat périvasculaire dans la substance blanche. Congéla-
tion. Hématoxyline-éosine, agr. 300 x.

Fig. 8. Cas III. Nécrose débutante dans 1’écorce occipitale. Paraffine. Hématoxyline-
-éosine, agr. 300 x.
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Fig. 9. Cas IIIL Infiltration périvasculaire au caractére transitoire a plage infiltra-
tive dans la substance blanche. Paraffine. Hématoxyline-éosine, agr. 300 x.

Sl
2

Fig. 10. Cas III, Nodule mixte dans le noyau dentélé, Paraffine. Hématoxyline-
-éosine, agr. 450 x.
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HEKPOTMYECKO) OCHOBE B KOpe TOJOBHOIO MO3ra M B TajlamMyce, napaBacKyJdApPHBIX
MHMUILBTPATOB M MUKPOTIJIMEBO-TUMCTUOLMTAPHBIX KOMKOB U And@y3HBIX BHYTDU-
TKaHEeBbIX MHMUIBTPATOB — TIJaBHBIM 00pa3oM B MO3TOBOM CTBOJE M MO3xKedxe.
IIpoBoaMJIOCHE CpPaBHeHMe HaONIoJaeMbIX M3MEHEHMI C TUIMYHBIMMU [AJA KJeLeBOro
sHuedannTa U3MEHEeHUAMM II0 JuTeparype. DTO COIOCTAaBJIEHMEe ODOCHOBBIBAaeT Amar-
HO3 KJIEIL[eBOTrO 9HIedalnTa B NPEACTABJIEHHBIX Cly4dYadX M yKa3bIlBaeT Ha BO3MOK-
HOCTb ITOCTAaHOBKM 9STMOJIOTMYECKOTO JAMarHo3a Ha OCHOBAaHMM Mo3ra u Tomorpadmm
U3MEeHeHN.

10.

11

12,

13.
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A CASE OF ENCEPHALITIS WITH PATHOLOGICAL FEATURES
OF THE SPRING-SUMMER AND ACUTE DISSEMINATED
ENCEPHALITIS

Department of Neurology, Medical Academy, Poznan (Poland)

This paper deals with a case of encephalitis, which in our opinion has
.a pathological feature of the spring-summer and acute disseminated ence-
phalitis. Unfortunately the infectious agent could not be identified. Ne-
vertheless, evaluation of the pathological picture in the light of the clini-
cal data of that case may give some oportunities to discuss the problem
of demyelination in the encephalitic process.

History: The patient, a 31 years old man. The familial history as
well as his past personal history revealed nothing of importance. It was
not possible to establish a contact with an infectious agent.

His disease begun, 9 days before admission to the clinic; with a slight
fever and with a feeling of general weakness. On the third day of illness
the fever rose to about 39°C. On the following day there appeared
a diplopia, right palpebral ptosis, speach and swallowing difficulties. The
patient’s general condition deteriorated quickly, he become cyanotic,
had severe respiratory troubles, was disorientated, later comatose.

He was admitted to the Department of Neurology, Medical Academy
in Poznan in a state of coma and with severe breathing difficulties. Neu-
rological examination revealed, paresis of the IIIrd, central paresis of
VIIth, and paresis of the IXth and Xth cranial nerves. The pulse was
between 130 and 160 per minute. The leucocyte count in the blood was
20 800/cu mm, 83% of which were polymorph, with a marked shift to the
left. The ESR was 4 mm in 1 hour. A chest X-ray showed right paresis
of the diaphragma.

During the following hours, the state of his consciousness has slightly
improved, but breathing insufficiency was progressing, leading to death
within the first day of his stay in the clinic.

Autopsy: General autopsy revealed signs of a cerebral death. From
other important abnormalities a severe coronal sclerosis was found. The
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external aspect of the brain showed an oedema with convolutional flat-
tening and a slight herniation notch. The meninges were severely hyper-
aemic. On coronal sections the white and grey matter of the brain was
hyperaemic. In the neighbourhood of lateral ventricels were visible some
small foci of fine reddish colour. The macroscopical aspect of the cere-
bellum and of cerebral trunk appeared normal.

An attempt to isolate a virus give the negative results.

Histological examination. Technics (441) O. E. (Depart-
ment 6f Neurology, Poznan). The celoidine slides were stained by Woel-
cke, Nissl and hematoxyline-eosine methods, the frozen sections were
stained by sudan IVth, and Holzer methods.

Topography 'of the:/ pathological - ‘process:  In sec-
tions of the frontal lobe, stained by the Woelcke method there was esta-
blished a slight enlargment of Virchow-Robin spaces. The Nissl stained
slides exhibited a dispersed slight perivascular reaction, intensified at
the grey — white matter border. Some perivascular spaces showed the
presence of extravasated red blood cells. The cortical cytoarchitectonic
was preserved, but the singular nerve cells were degenerated. In the
frontal sections, prepared by the Woelcke method, passing through the
mammilar body, in the corpus callosum there was visible in some pla-
ces a perivascular demyelination. A focus of demyelination was present
in the neighbourhood of the temporal ventricle horn at the base of gyrus
rectus. In the region of basal nuclei there was observed a slight periva-
scular palor of the myelin.

The slides, stained with cytological methods, demonstrate in the corpus
callosum strong perivascular infiltrations and diffuse glial proliferation.
These changes are intensified in the neighbourhood of the ventricle lu-
men. Severe perivascular infiltrations were present in the insular cortex
and in the cingular gyrus, at the border between the grey and white
matter especially. In the whole cerebral centrum semiovale, there were
found dispersed mild infiltrations around the vessels, including some
capillaries. This reaction becames much more stronger around the veins
in the neighbourhood of the ventricle temporal horn. A marked periva-
scular, partly confluent infiltrations, with glial reaction was found in the
thalamus and in the medial part of the nucleus basilaris. The putamen
showed enlarged Virchow-Robin spaces with serous transudates. In the
palidum and putamen there were scattered mild perivascular cuffs. The
inflammatory signs were strong also in the leptomeninges. The focus of
demyelination above the inferior ventricle horn, visible in the slides
stained by the Woelcke method, exhibited a prominent perivascular and
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glial reaction, as well as a presence of abundant compound granular cor-
puscles situated mainly around the vessels. Neuronal destruction pa-
ralleled the severity of the infiltrations.

On sections leading through the occipital lobe, stained by the method
of Woelcke, there was visible in the neighbourhood of the posterior
ventricle horn a relatively sharply limited focus of demyelination.
Within it there were preserved some myelin fibres both singular and in
the form of small islets. Above the described area there was present
a focus of confluent perivenous demyelination. In the whole centrum
semiovale some of the vessels demonstrate an enlargement of the
Virchow-Robin spaces pushing aside the adjacent nerve fibres.

The slides stained by cytological methods showed within the above
mentioned region of demyelination the presence of marked perivascular
infiltrations, with diffuse glia proliferation and many compound gra-
nular corpuscles.

Around the periventricular veins there were severe inflammatory cuffs.
The ventricular ependyma cell layer was in some segments interrupted.
The white matter showed some cellular infiltrations around the cappila-
ries and greater vessels and in some places an increase of glia concentra-
tion was notable. A part of subcortical vessels demonstrate the presence
of red cells in the enlarged Virchow-Robin spaces. The occipital cortex
did not reveal any significant inflammatory signs. The leptomeninges
were slightly infiltrated and small amounts of blood pigment were
visible. The superior occipital gyrus showed in the meninges and in the
cortical grey matter a small calcic deposit.

Slides of the cerebellum stained by the method of Woelcke demonstra-
ted a slight diffuse pallor of the central parts of cerebellar white matter,
and an enlargement of the Virchow-Robin spaces.

Cellular stains showed marked infiltrations in the leptomeninges,
as well as intense perivascular cuffings. A diffuse or nodular glial
reaction was observed in the dentate and other cerebellar nuclei and
dispersed inflammatory signs were evident in the whole cerebellar white
and grey matter. Many nerve cells of the cerebellar nuclei and singular
Purkinje cells exhibited degenerative changes.

Slides of the midbrain prepared after the method of Woelcke, revea-
led no demyelination, cytological stains however showed severe inflam-
matory lesions in the tegmentum. There was a dense perivascular and
interstitial infiltration in the neighbourhood of the aqueduct, with a
comprehensible predilection to the grey matter. In the tegmentum there
was the damage and loss of ganglion cells, but without any direct
relation to the intensity of infiltrative changes.
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Myelin sections of the pons revealed no significant changes. In the
cellular slides, there were visible numerous inflammatory nodules and
vascular infiltrations in the dorso-lateral part of the pons, especially
in its grey nuclei. In the pons, just beneath of the fourth ventricle,
there also were found serous perivascular transudates and marked
petechiae. Extravasated red cells were also present in the basilar part
of the pons. A dispersed damage of nerve cells could be evidenced in the
vicinity of infiltrates but without a direct connection to the intensity
of inflammatory process.

The sections of medulla stained by the Woelcke method did not exhi-
bit any demyelination. The slides stained by the Nissl and hematoxyline-
eosine methods revealed marked inflammatory signs (perivascular infil-
trations and nodular and diffuse glial proliferation) distributed over the
whole section, with a notable domination of those changes in the grey
structures. A neuronal damage was observed not only in the vicinity of
areas affected strongly by inflammatory changes, but also in other parts
of medulla.

The leptomeninges of the cerebral trunk were severely infiltrated
mainly around the vessels.

The spinal cord was not examined.

Structure of pathological process. The structure of
the found pathological process affecting in a multifocal way predominan-
tly the grey matter, is that of an encephalitic syndrome, including
infiltrative, proliferative and degenerative changes, as follows.

The perivascular infiltration consists of lymphocytes, plasmocytes and
polymorphic histiocytes and in some regions of the cerebellum also of
leucocytes. These changes confine mainly to the medium sized and small
vessels and in the periventricular regions also to the great veins. The
infiltrations are partly restricted to the adventitious spaces, and partly
involved also the nervous parenchyma around the vessels.

The nodulous and diffuse infiltrations comprise mainly of the poly-
morphic histiocytes, micro- and oligodendroglia cells, and few lymphocy-
tes and plasmocytes. Some nodules are situated around the vessels, the
other are not clearly related to the vascular system. The nerve cells inside
of inflammatory nodules are severely degenerated and some phagocytosis
may be seen.

The dispersed damage of neurocytes is not clearly related to the
inflammatory process.

The diffuse and perivascular infiltrations in the leptomeninges
comprise lymphocytes, plasmocytes and histiocytes.
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The second, though probably not unrelated pathological process, is
the perivenous and patchy demyelination in the vicinity of the ventricular
system. In the areas of demyelination there are present: a diffuse
gliosis, severe perivascular infiltrations consisting both of lymphocytes
and plasmocytes and abundant compound granular corpuscles.

The destruction of myelin is brought about by the mobile glia to the
stage of sudano-positive deposits.

In the demyelinated areas the Holzer stain does not reveal fibrillary
gliosis, which would be worth mentioning.

DISCUSSION

As the attempts of isolation of an infectious agent proved negative,
any discussion as to the differential diagnosis must obviously be restric-
ted to the pathological picture of the lesions.

The presented case demonstrates first of all a morphological syndrom
of multifocal polioencephalitis with meningeal involvement. The distribu-
tion of the inflammatory process is characterized by lesions dominating
in the grey matter of the brain stem, in cerebellar nuclei, in the thala-
mus and insular cortex. The whole cerebellar white and grey matter is
also markedly involved. The patchy inflammation in the telencephaion
with the above mentioned exception is very mild.

This pathological picture corresponds well to that one, described in
spring-summer encephalitis. From other actual polioencephalitides
occuring in Central Europe only poliomyelitis (Heine-Medin disease)
may give a similar morphological picture.

The very problem of differential diagnosis, based on morphological
aspects, between the spring-summer encephalitis and poliomyelitis is
worth discussing.

Seitelberger and Jellinger (1960) emphasize the opinion, that there
are not only topographical but also qualitative differences between these
two viral infectious; the tissue reaction in spring-summer encephalitis
concerns predominantly mesenchymal elements, while in poliomyelitis
microglia constitutes the major component of inflammatory reaction.
Simma is opposing this view contending that in the very acute cases of
poliomyelitis the inflammatory process may involve, also diffusely, the
telencephalon as well as the whole cerebellar cortex. Concerning the
qualitative differences in tissue reaction Simma (1960) drove attention
to the age differences of patients which usually develop these ilnesses.
Van Bogaert (1961) also sees great difficulties in differential diagnosing
of the wviral polioencephalitides. According to Bednar (1955) and
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Grinschgl (1955 and 1957) the individual differences in the tissue reaction
and in the topographical distribution of the spring-summer encephalitis
signs are very conspicuous, and this renders the problem of differentiai
diagnosis of this infections very uncertain.

This is why it can only be said, although in the presented case the
pathological picture might suggest the spring-summer encephalitis that
the causal agent was a nearer nonspecifed virus.

However besides the polioencephalitic symptom complex the presented
case revealed also the presence of another process i.e. the patchy and
perivenous demyelination. The first, found in the vicinity of the ventricle
system, strikingly resembled demyelination plaques of the acute
disseminated encephalitis i.e. acute multiple sclerosis.

These demyelination plaques, although all of them were fresh, demon-
strate the symptoms which proved that they did not appear exactly at
the same time.

Therefore, it should be assumed, that in the demonstrated case, we
had to deal with a complex pathological process, provoked by an infec-
tious agent, very probably by a virus.

In the literature there are reports about a coincidence of multiple
sclerosis and epidemic encephalitis (Kufs, v. Weizsidcken), or multiple
sclerosis and poliomyelitis (Wohlwill). But the history of the disease in
our case demonstrates an acute course of the disease, and in the past
history there is nothing to find, which would indicate a relapse of
multiple sclerosis. It should be also emphasized, that the structure of
infiltrations in the demyelination foci does not significantly differ from
that found in the grey matter.

The nodular infiltration of the grey matter is symptomatic for viral
processes, but the demyelination observed in our case, should be explained
only by a more complex pathogenesis. It may be assumed, that in some
rare cases the virus infection, provokes immunological mechanisms which,
due to a hyperergic reaction, bring about demyelination resembling the
destruction of myelin found in disseminated encephalitis ie. acute
multiple sclerosis.

M. Wender

PRZYPADEK ZAPALENIA MOZGU Z OBRAZEM PATOLOGICZNYM
PRZYPOMINAJACYM WIOSENNO-LETNIE I OSTRE ROZSIANE ZAPALENIE
MOZGU

Streszczenie

Przypadek dotyczyl 31-letniego mezczyzny, u ktérego wystapily objawy ostrej
infekcji z towarzyszacymi objawami rozsianego zapalenia mézgu (porazenie nerwéw:
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Not examined

Fig. 1. Diagram of topical distribution of the inflammatory reaction; (A schema
according to J. Radermecker; Systématique et électroencéphalographie des encé-
phalites et encéphalopathies, Masson & Cie, Paris, 1956).
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Fig. 2. The nodulous infiltrates in the nucleus dentatus, comprised of the
polymorphic histiocytes, micro- and oligodendroglia cells, and of a few lymphocytes
and plasmocytes. Niss] staining, X 360.

Fig. 3. Inflammatory reaction in the medulla. Nissl staining, X 80
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Fig. 4. Perivascular infiltrations in the meninges and in the cortex of the insula.
Nissl staining, X 40. -
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Fig. 5. Important inflammatory éctivity in the thalamus. Nissl staining, X 20.
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Fig. 6. Inflammatory reaction in the cerebellar cortex (vermis). Nissl staining, X 80.

Fig. 7. Focus of demyelination in the neighbourhood of the posterior ventricle horn.
Above, a smaller focus of confluent perivenous demyelination. Woelcke staining,
: X 20.
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Fig. 8 Perivascular infiltrations and glia proliferation inside the focus of demyelina-
tion presented in Figure 7. Nissl staining, X 40.
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Fig. 9. Periverous cemyelination in white matter of the occipital lobe. Wcelcke
staining, X 80.

Fig. 10. Massive inflammmatory cuffs around the subependymal veins in the
corpus callosum. Nissl staining, X 80.
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III, 1V, VI, IX, X). W okresie zejSciowym wystapily zaburzenia oddechowe
i $§pigczka. Chory zmart w 10 dniu choroby ws$réd objawéw narastajgcej niewydol-
no$ci oddechowej.

Badanie mikroskopowe wykazalo masywne zmiany zapalne w oponach i w méz-
gu, z przewaga uszkodzen w istocie szarej. Topografia i struktura zmian zapalnych
przypominala obraz wiosenno-letniego zapalenia mézgu i rdzenia.

Ponadto stwierdzalo sie wspélistnienie drugiej grupy zmian morfologicznych
polegajacych na obecno$ci ognisk demielinizacji w istocie bialej, zlokalizowanych
gléwnie w okolicy przykomorowej. Struktura naciekéw w ogniskach zdemielinizo-
wanych nie réznila sie zasadniczo od obrazu procesu zapalnego w istocie szarej.
Badanie wirusologiczne wypadto ujemnie.

Zalozenie, ze proces demielinizacyjny jest niezalezny od zmian zapalnych,
0 przewazajacym umiejscowieniu w istocie szarej, wydaje sie sztuczne. Autor
przypuszcza, ze mozliwe jest wspélne Zrédio etiologiczne (wirus) obu proceséw.
Czynnik ten wywolywal zapalenie istoty szarej mézgu, wyzwalajac jednocze$nie
odczyn hyperergiczny prowadzacy do zmian demielinizacyjnych, podobnie jak ma
to miejsce w ostrym rozsianym zapaleniu mézgu i rdzenia.

M. Bennep

CIYYAM DHIEDPAJINUTA C ITATOJOTMYECKON KAPTMHOVI,
HATIOMMHAIOIIEN BECEHHE-JIETHUM M OCTPBIVI JMCCEMMHMUPOBAHHBIN
OHIOEDAJUT

CoxmepxaHue

IIpencraBnen cayyait 31-JeTHEro My’K4YMHBI, y KOTOPOro HaOJIOAANNCh ABJIEHAA
OCTPOJt MHMEKUMM C COIYTCTBYIOLMMM SABJIEHUAMM AMCCEMMHMPOBAHHOIC 3HI[edaanTa
(mapanuny HepBoB III, IV, VI, IX, X). B TepMMHaAILHOM NOEPHOAE MNOABMINCHL pac-
CTpoOjicTBa AbIXaHMA M Koma. BoabHOi ymep Ha 10-Tom aHe Gone3HM TIpM SABJIEHMAX
MPOTPecCUPYIOLel PecrMpaToOPHOM HEeAOCTATOYHOCTH. MMKPOCKONIMYEecKoe WCCIIeno-
BaHMe OOHAPYXMJIO CIJIOIIHbIE BOCHANMTENbHBbIE M3MEHEHMs B MO3TOBBIX O000JOYKaxX
¥ B MO3re, ¢ IpeobyiafilaHnMeM IOBPeXJAeHMiI B cepoM BeliecTBe. Tomorpadma m CTpyX-
Typa BOCIAJNTENbHbIX ABJICHMII HAIIOMMHAJA KapTUHY BECEHHe-JIeTHero sHuedaanta
M MUIJINTA.

Kpome Toro uHabmoganoch codeTaHyMe BTOPO TIpynmbl MOPQOJOrMYEecKMX wu3Me-
HEeHMA, 3aKJIOYaKIIMXCA B HAJIMYMM OYaroB JAeMMINMHM3anmmuum B OejloM BelllecTse,
JIOKaIN3MPOBAaHHBIX TINIaBHBIM 00pa30oM B TapaBeHTPHMKYJIAPHOI obiacTu.

CrpyKTypa MH(MUIBTPATOB B AEMMIJIM3MPOBAHHBIX O4YaraxX He OTJM4Yajgach B OCHOB-
HOM OT KapTMHBbI BOCIAJMTEJNBHOTO IIpolecca B CepoM BellecTBe. Bupycogormdeckoe
uccjaenoBaHMe 0Ka3alloCh HEraTMBHBIM.

ITpeamocelIKa, YTO AEMMOJIM3ALMOHHBIN IIPOLECC ABJIAETCA He3aBMCMMBIM OT BOC-
NaluTeJNbHbIX HABJEHUI € Ipeodjajarolleil JoOKaam3alyeir B CEPOM BellecTBe He
HaxoauT obocHoBaHMA. ITo 9TOV TIpMYMHE, BBICKA3bIBAETCHA IPEAIOJOKeHue, HYTO BO3-
MOZKHO CYII[eCTBOBaHME OOILEero, STUMOJOTMYECKOr0 WMCTOYHMKA (BUpYyC) ANA 06OuUX
TpoIeccoB. 3TOT (hakKTOP BHI3bIBAJ BOCIAJEHME CEPOr0 MO3TOBOIO BEIIECTBa, CIIOCO0-
CT3ys OJHOBPEMEHHO Pa3BUTUIO TMIIEPIPMUECKON pPeakumy, NPUBOAAIIEH K AeMMUIIN-~
3aMOHHBIM M3MEHEHMAM, aHAJOTMYHO KakK 9T0 Habjmojaercs B OCTPOM JAMUCCEMIHUPO-
BagHOM SHUedananTe m MUSINUTE.
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THE NEUROPATHOLOGY OF ENCEPHALITIS JAPONICA IN
HUMANS ESPECIALLY FROM SUBCHRONIC TO CHRONIC STAGE

(A Contribution to an Understanding of the Prognosis and Neuropsychic Sequelae
of the Disease)
Division of Neuropathology Institute of Brain Research, School of Medicine
University of Tokyo

INTRODUCTION

Encephalitis Japonica of which vector is definitely concluded to be
mosquitos, particularly Culex tritaeniorhynchus, prevails in mid-summer
from July to October, especially in August and September, and comprizes
one of the serious diseases caused by arbor virus group in Japan. Since
1873 both endemic and epidemic outbreaks of the disease in Japan have
been developing in every year, and even at present stage represent one
of the severe viral encephalitides in number and severity. The reasons
are summarized as follows:

1. As indicated in Fig. 1A, B the southwestern districts of Japan
develop constant endemic in each year, while occasionally epidemic. The
disease outbreak in 1961, on the other hand, was predominant in the
northeastern districts where had no outstanding disease outbreak in
the past (Hirayama 1961). In Hokkaido, most northern Island, a very
few suspicious cases of the disease have sporadically been reported
before the Second World War. In accordance with the severest epidemic
attacked whole territories of Japan in 1948 three years later after the
War, the greatest epizootic ever un known occurred in Hokkaido too.
Consequently, 5 humans and 789 horses developed the disease which was
exclusively restricted to the westsouthern district (Fig. 2A). However,
as shown in Fig 2A, C a gradual transition of the disease process, i.e.,
development of neutralizing antibody among both horses and humans
outbreak of epizootic development of protective immunity of aged
horses, took place, and both apparent and inapparent infections are
now widespread over whole Island (7). Consequently, there exists no
virgin area for viral invasion all over Japan.

http://rcin.org.pl
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2. A seriors question how virus can survive in winter season remains
unsolved, and, thus, there is no fundamental protective method for the
disease, except for wvaccination which is still unsatisfactory in its
effectiveness and control of complication. Besides, effective treatments
for the disease at acute stage have never been reported up to date.

\(hidity Rate from 1953 to 1959 in Average Morbidity Rate in 1961
(To 100,000 Population) (To 100,000 Population)
[J Below 1.9 ] Below 0.4
2.0 ~3.9 EZ3 0.5 ~1.9
4.0~59 2.0 ~3.4
B Over 6.0 B 35 — 49

5.0
i

Fig. 1. Morbidity rate of encephalitis Japonica of humans in each prefecture of
Japan. A — From 1953 to 1959 in average. Southwestern districts developed, more
or less, constant endemics in every year and occasionally epidemic outbreaks. No
outstanding disease outbreak prevailed in Hokkaido, most northern Island (See
Fig. 2), although the small-scaled but definite ones had been developing since 1939.
B — Disease outbreak in 1961 was predominant in northeastern districts inwhere
no outstanding ones had been observed since 1948. (Modified from Tables reported
by Hirayama (3).

3. The clinical features of the disease from acute to subacute stage
have been investigated throughly, but the knowledges on early diagnosis
for the disease with laboratory examinations remain still unsatisfactory,
because significant positive immunity can only be identified several
weeks after onset of the disease (Shiraki 1962) (Fig. 3).

4. The mortality rate of the disease is exceedingly high ranging 24 to
92% since 1924 to 1960 3. Even when patients can survive, neuropsychic
sequelae of the disease are conspicuously malignant, particularly in
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childhood, although slight recovery can be expected during longstanding
clinical course (1) (Tables 1 and 2).

5. Although a number of excellent works on the neuropathology of
the disease from acute to subacute stage have already been published,
a comprehensive exploration to its meuropathology from subchronic to

NEUTRALIZING ANTIBODY TEST OF SERA
FROM 1948 10 1952
Positive Negative

N 42

NEUTRALIZING ANTIBODY TEST OF SERA IN 1962

APPARENT INFECTION IN 1948 ©: Negative horse
2A o: Each one case of Human @ Positive horse
e Each 10 cases of Horses © Encephalitic horse with positive reaction

Fig. 2. Hokkaido Island. Changes of geographic distribution of both apparent and
inapparent infections of encephalitis Japonica in humans and horses. A and B.
From 1948 to 1952. In area D (non-epidemic area), sera of 264 humans and 133
horses were examined but all megative; In area C (sub-epidemic area), positive
serologic reaction was found in 8% of sera of bothk humans (20/246) and horses
(21/251), but no apparent infection was encountered; In area B (temporary-epidemic
area), one human patient with apparent infection was recorded, while no difference
of morbidity rates between young and aged horses was identified. So far, aged
horses developed no protective immunity against virus infection; In area A
(epidemic area), 5 humans with apparent infection and a significant difference of
the morbidity rates between young and aged horses, i.e., highest in 3 year-old
group and about one half of the latter in over 11 year-old group were found.
So far, area A exhibited immuno-epidemiologically similar features to those of the
main Island of Japan. In addition, border-line of area D to area C corresponds
well with isothermal line of 18°C of mean temperature of July or of 2400°C of
cumulative temperature from May to September. C. Hemagglutination inhibition
test of sera of both humans and horses against Nakayama antigen in 1962. Both
inapparent and apparent infections were now spread in areas C and D. Compare
with A and B. (Modified from Figures reported by Miura et al. 6).
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chronic stage is absent or exceedingly rare. So far, it is urgent that
morphological backgrounds for developmental mechanism of severe
neuropsychic sequelae in survivors are established.

DAY 1 3 - }  / 9 " 13 15 17 19 20
Bodily Temperature(°C) 40
39
38
37
36
Main Clinical Features Cerebrospinal Fluid (4th Day)
Headache . R —— Pressure 340/110
Vomiting o = Cloudiness *
Neck-stiffness < - - - SR e — Sun-dusts 3+
Kernig' sign _L_ Pandy 1+
Disturbed consciousness N S e, Protein I5mg/dl
Psychic disturbances pu— TN, L Sugar 69mg/d1
Muscular rigidity s - Cell count 652/3
Abnormal movements ol (P* : Le#) (3 :1)
Tremor PR S—
Complement Fixation Test <4 8 (zluzzlhy) (20t:~hy)
P*: Polynuclear Leukocyte L*#: Lymphocyte

Fig. 3. Clinical features of typical case of encepnalitis Japonica at acute stage. No.
21—59. (Ebara Hospital, Tokyo); 12 year-old, Japanese girl. See text. (Modified
from Figure reported by Ishii 4)

Table 1. Prognosis of encephalitis Japonica in the survivors at 5th and 10th year

observations
(Modified from Tables reported by Goto ?)
At 5 Years after Acute Illness At 10 Years after
3 'y Acute Illness 556 In-
40 Individuals of | 143 Individuals |gividuals of Selected
Prognosis Selected Group with| ¢ {7/ elacted |Group from Survivors
Severe Disturbances with Sequelae at
at Acute Stage Group 5th Year
Actual Number (%) |Actual Number (%)| Actual Number (%)
Death 4 (10.0) 4 (2.8) 4 (7.3)
With Sequelae 35 (87.5) 108 (756.5) 44 (80.0)
Particulary Severe 22 (55.0) 22 (15.3) 13 (23.6)
Without Sequelae 1 (2.5) 31 (21.7) 7 (12.7)
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Table 2. Neuropsychic sequelae of encephalitis Japonica at 10th year observation
(Modified from Table reported by Goto?)

17 Individuals ! 36 Individuals -

of Selected |48 Individuals of Infant

Group with | of Unselected | preadolescent 1 Eeivideen

Sequelae Severe Dis~ Group of Adult
turbances at below 15
Acute Stage Year-Old
Actual Number|Actual Number|Actual Number|Actual Number
(%) %) %) (%)

Both Neurologic and
Intelectual Disturban-
ces’ 14 (82.3) 13 (27.1) 13 (37.1) 0 (0)
Personality Change 1 (5.9 14 (29.2) 7 (20.0) 5 (38.5)
Intermediate of Abo-
ve-Mentioned Two
Disturbances 1 (5.9) 15 (31.3) 15 (42.9) 0 (0)
Characteristic Perso-
nality Change as seen
in Economo’s Type of
Postencephalitic
Parkinsonism 0 (0) 5 (10.4) 0 (0) 7 (53.8)
Psychotic Disturban-
ces 1 (5.9 1 (2.0) 0 (0) 1(1.7)

The details of clinico-epidemiology, neuropathology particularly at
acute stage, prevention and treatment of the disease have been discussed
in our previous publications (Shiraki 1962, Shiraki et al, 1963). The
author, therefore, intends to limit his descriptions mainly on the neuro-
pathology of the disease in humans from subchronic to chronic stage.

MATERIAL

The material comprizes: 9 cases at subchronic stage with 30 to 138
days duration and 3 to 64 year-old, and the disease onset ranged from
August to October in 1948 to 1963; 2 cases at chronic stage with 12 and 8
years duration, and 16 and 18 year-old respectively, and the disease
onset was on August in 1950 and 1955. The clinical features of both
groups are summarized in Tables 3 and 4.

The details of the neuropathology of the disease from acute to subacute
stage have already been discussed in our recent publications (Shiraki
1962; Shiraki et al. 1963). Nevertheless, in regard with a well understan-
ding of the neuropathologic characteristics of the disease from subchronic
to chronic stage, the kernels of the former material will briefly be
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from 1948 to 1964

L

Table 3. Summarized clinical: Features of nine dutopsy cases of encephalitis Japonica at subchronic? stage in the Japhanese
|
Fags Total Date of E |
Number | Age : Sy M e |Cerebrospinal Fluid
(Hospital |(Year) 2t11§?t10n Onset PI;dam Cll:;llcal 'l:e;tu?s i Findings
Autopsy | Sex 0. ! ness| of Illness ( pgress ospitalization) | (TS; ,Teil Strich”)
Number) | (Days) peath |
23 45 30 October 1, | Chilling, headache, fever Occasional delirium 1+ Fever On 4: Clear, pressure
(PK 2333)| M 1949 to (39°C), delirium . 210/80, Nonne 1+,
: October 30 On 4, fever (40° C), delirium, miosis, pupil-stiffness, | Pandy 1+, cell count 66/3
neck-stxffness, - Kerning 1+, muscular rigidity 3+, | (lymphocytes 55, leuko-
hyperreflexia, foot clonus Pneumonia, administration cytes 11)
of penicillin On 17, normal temperature, fairly improved
disturbed consciousness. On 20, marked edema Dyspnea,
clouded consciousness.
2 8 31 August 21, | Headache, fever, vomiting 1x Anorexia, fatigue, vom1t1ng On August 24: Clear, pres-
(PK 2224)| M 1948 to 1x, diarrhea 1x, fever (38.6°C), clouded consciousness, in- | sure 100/50, Nonne 1+,
. Kot athber continence Coma On 24, fever (39.5°C), apathetic, nystag- | Pandy 2+ protem 1/2 TS
p mus, miosis, pucpil-stiffness, neck-stiffness, Kernig -, | sugar 92 mg/dl, cell count
20 bilateral Babinski, frequent convulsions, trism, delirium, | 19/3 /lymphocytes 16, leu-
urinary incontinence On 28, fever (37.6°C), bronchitis | kocytes 3/, fibrin net 3+
On 29, improved disturbed consciousness, decubiti On
September 2, fever (38°C), coughing On 9, fever (37.°C),
much improved disturbed consciousness On 13, cardiac '
weakness i
3 . it 33 August 11, | Fever, tremor? High fever, somnolence. . =)
(KH 661) F 1948 to On 14, neck-stiffness, Kernig 1l o hyperreflexia, muscular
September rigidity On 16, clear consciousness, improvement of above
is disturbances, fever (37.5° — 38.5°C) On 27 frequent tonic

convulsions, fever (39° — 40°C)
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4
(PK 2513)

(PC)

6
(KH 568)

7
(PK 2234)

27

10

63

37

37

50

56

September
9, 1951 to

-October 15

August 29,
1962 to
October 4

August 2,
1948 to
September
16

September
21, 1948 to
November

‘mydriasis, pupilstiffness On 26, psychomotor excitement

Headache Fever Clouded consciousness, fever (39°C) On
13, fever (39.5°C), soporous, neck-stiffness, Kernig 1+
Xantchromia of CSF Cleared CSF On 18, normal tempe-
rature, clear consciousness On October 8, discharged;
clear CSF without xantchromia, no neuropsychic distur-
bances Abnormal feeling of throat, repeated chewings,
hypersensitive to exogenous stimuli, no fever, clear
consciousness On 12, fever (38°—39°C), repeated chewings,
twitching of fingers, slightly clouded consciousness,
highly sensitive to exogenous stimuli Convulsion

Fever (40°C), frequent convulsions, comatose

Headache On September 1, delirium, fever (39.8°C) On 2,
high fever, delirium On 3, fever (38° — 39°C), clouded
consciousness, Kernig 1+, neck-stiffness On 4, fever (37°C),
improvement of meningitic responses, psychomotor
excitement On 18, fever (37°—38°C), anxiety, hyperkinesis,
sleeplessness, forced crying, foot clonus On 25, hyperkine-
sis, negativism, neck-stiffness, Kernig 1+, r-foot clonus,

On 28, fasciculations of facial masseter muscles,
opistotonus, slightly clouded consciousness, fever (38°—
—39°C). On October 2, hypersweating, 1-Rossolimo, 1-foot
clonus On 3, vomitings, dyspnea.

Headache, fever (38.5°—40°C), vomiting

On 4, clouded consciousness On 6, somnolence, Kernig
1+, neck-stiffness, clonic convulsions, conjugate deviation
of eye balls On 8, anisocoria (1 r), cyanosis, contracture
of r-leg, decubiti, fever (37°C) .

On 19, edema of lower limbs, fever
(38°—39.5°C), twitching of upper body half

On September 13, rigidity of upper limbs

On 16, ecchymoses, lung edema

Headache Fever (38.8°C), clouded consciousness Fever
(40.3°C), coma, urinary incontinence, jerks of r-hand On
24, fever (40°C), comatose neck-stiffness, Kernig 1+,
rigidity of upper limbs, tremor of r-hand, occasional
conjugate deviation of eye balls, hyperreflexia On
October 2, decubiti, tube feeding

On 15, dysphagia On November 4, fairly improved

disturbed consciousness On 9, pneumonia

http://rcin.org.pl

On September 13: Cloud-
ed slightly hemorrhagic,
pressure 200, Sano 3+,
Nonne 1+, Pandy 1+, su-
gar 100—60 mg/dl, cell
count 300/3

On September 3: Clear
pressure 200, Nonne 1+,
Pandy 14, cell count 168/3
/all lymphocytes/

On 25: Xantchromia, pres-
sure 90/60, Nonne +, Pan-
dy 2+, protein 33mg/dl,
sugar 55mg/dl, cell count
206/3

On August 6: Clear pres-
sure 150/120, protein 1/2
TS, cell count 29/3 /lym-
phocyte: neutrophile =
2:1)

On September 24: Clear
pressure 220/80, Nonne 0,
Pandy 3+, Protein 1 TS,
cell count 25/3 /all lym-
phocytes/, fibrin net +
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8 64 88
(PK 2403)( F

g 9 138
(PN) F

August 21,
1950 to
November
16

October 6,
1963 to
February
20, 1964

Fatigue, fever (39°C), clouded consciousness Fever (40°C),
delirium, apathetic, neck-stiffness, Kernig 1+, hyperre-
flexia, r-hemiparesis On 23, delirium, pupil-stiffness,
neck-stiffness, Kernig 2+, rigidity of all limbs 1+,
urinary incontinence Coma On 25, fever (38°C), tube
feeding On 28, improved disturbed consciousness On
beginning of September, cystitis On end of September,
pyelocystitis, slight fever, improved disturbed conscious-
ness Cardiac weakness

Headache, vomitings, soporous On October 9, 1963, coma-
tose, fever (38°—40°C) On 11, coma, hyperreflexia, rigidity
of r-arm 1+, pes equinus On 12, r-conjugate deviation of
eye balls, neck-stiffness =+, Kernig 1+, r-Babinski,
stridor, coughing 2+, dyspnea 3+ On 13, rigidity of arms

(r 1), trism 1+, On 15, tracheotomy, mydriasis, pupil-stif-.

fness On November 1, opistotonus, trism, decerebration
syndrome, coma, decubiti, temporary myoclonic jerk of
upper limbs On 3, tonic or clonic convulsions, progressed
emaciation, trism, opistotonus 2+, nystagmus 1+ On 10,
generalized low voltage of EEG On middle, sligt improve-
ment of disturbed consciousness, able to respond to exo-
genous stimuli in some degree. From January to February
1964, decebrating posture of all limbs On February 15, fe-
ver (40°—41°C), dyspnea 3+, stridor 3+, emaciation 3+

On August 23: Clear, pres-
sure 170/80, Nonne 1+,
Pandy 1+, protein 1/3 TS,
sugar 74mg/dl, cell count
250/3 /lymphocytes 235,
leukocytes 15/

On October 11, 1963: Clear,
pressure 100/70, Nonne 0,
Pandy =+, protein 3 TS,
tryptophan 0, chloride 415
mg/dl, sugar 95.5mg/dl,
cell count 125/3, negative
culture of foreign orga-
nism

On 30: Clear, pressure 140/
100, Nonne 0, Pandy 0, pro-
tein 1/3 TS, chloride 383
mg/dl, sugar 61.5 mg/dl,
cell count 1/3

(PK; Department of Psychiatry, Kyushu University, Fukuoka KH; Komagome Hospital, Tokyo PC; Department of Psychiatry,
Chiba University, Chiba PN; Department of Pediatrics, Nippon University, Tokyo —; No information O; Negative +; Minimal
1+; Slight 2+; Moderate 3+; High M; Male F; Female r; Right 1; Left; Exceed)
Titer of complement fixating antibody of sera for Japanese encephalitis virus

x: On August 28, 32

xx: On October 12, 1963, 8; on November 4, 8
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Encephalitis Japonica 427

discussed. The material consists of: 25 cases at acute stage with 3 to 9
days duration and 5 to 73 year-old, and the disease onset ranged from
July to September in 1933 to 1963; 5 cases at subacute stage with 11 to 18
days duration and 8 to 63 year-old, and the disease onset ranged from
July to August in 1948.

NEUROPATHOLOGY OF ENCEPHALITIS JAPONICA IN HUMANS

1. Acute Stage (Figs. 4—8): Perivascular cell cuffs, cellular
nodules (neuronophagias) and focal rarefaction necrotic foci which are
mainly restricted to grey matter are of ‘main pathomorphological
characteristics at acute stage. ;

Cell cuffs consisting of lymphocytes, polymorphonuclear leukocytes
and mononuclear cells accumulate mainly in perivenous spaces and
migrate occasionally into periadventitial parenchyma in a slight degree
(Figs. 6B, C F). Polymorphonuclear leukocytes prevail, as a rule, at most
initial stage, i.e., 3—5 days, while subside rapidly at subsequent stage.
Lymphohistiocytic infiltration in leptomeninges occurs in a great majority
of cases, but focally and in a slight to moderate degree (Fig. 6A).

Cellular nodules of a compact nature consist mainly of activated rod
cells and less of polymorphonuclear leukocytes (Figs. 6C, D, E). The
latter prevail at most initial stage and subsequently subside rapidly.
Cellular nodules bear, as a rule, to microscopic verification, and seem to
develop freely in parenchyma but a careful microscopic examination
reveals their development around capillary wall. Cellular nodules of
a loose nature or diffuse cell accumulation distribute in different cortical
layers and subcortical grey matter, and are essentially similar to the
former in their cellular constituents (Figs. 6E, F, G). Neuronophagias
with both leukocytes and activated rod cells are, as a rule, independent
of cellular nodules mentioned above (Figs. 6E, G), while tend to coalesce
at subsequent stage and become difficult in differentiating from cellular
nodules,

Both lesions, i.e., perivascular cell cuffs and cellular nodules, develop
concurrently in all cases examined and are predominant in grey matter,
while not infrequent and less severely in pericornual white matter. They
are widespread from cerebrum to spinal cord, while, generally speaking,
most predominant in Ammon’s horn, lateral thalamic nucleus, pulvinar
and substantia nigra (Figs. 4A, B).

Focal rarefaction necrotic foci which are clearly visualized by a naked
eye examination are multiple, sharply-defined, roundly- or ovale-shaped
and restricted to grey matter, tend to coalesce and represent frequently

Ih$4» [ vl o et
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Table 4. Summarized clinical features of two autopsy cases of encephalitis Japonica at chronic stage in the Japanese

from 1950 to 1963

Case

Total Duration

Number g of Illnees Date at Main Clinical Features
/Hospital, | © _|Onset of (— Progress =>> Hospitalization)
Admission & Acute to Sl:lblghtr: Illness
or Autopsy | o wx |Subacute :
) Chronic | & Death § ¢

Number/ | & | Stage Stage Acute to Subacute Stage Subchronic to Chronic Stage

1 16 | Approxi-| Approxi-| August | On 4 years & 9 months-old, convulsions, | Neuropsychic sequelae; 1-hemipa-
/Ebara & M mately | mately |15,1950to| fever, somnolence — High fever, clo- | resis, highgrade mental retarda-
Matsuza- 20 days | 12 years | Novem- | nic convulsions =>> On August 18, ad- | tion, petit mal-like seizures 15—20
wa, Tokyo ber mitted to Ebara Hospital; apathetic, clo- | times/day — Reduced seizures
No. 830, 1961 nic convulsions of 1-body half, neckstif- | 1—2 times/ day after medication —>
1950 & No. fness 1+, r-Kernig, r-pes equinus, rigi- | Violent behaviors since 12 year-old
1310, 1961/ dity of r-upper limbs 2+, CF /0/ — Neck- [=> On 15 year-old, admitted to

-stiffness 2+, 1-Schiefhals, convulsions
of r-arm —> On 21, somnolence, neck-
-stiffness +, Kernig *, 1-ptosis — On
23, 1-facial paresis, soporous, salivation
2+ —> On 26, CF /16/ — On September
4, CSF; clear, pressure 210, Pandy 2+,
protein 1/2 TS, cell count 41/3 — On 9,
rigidity of r-hand 3+ — On 12, 1-Ros-
solimo — On 20, somnolence —> On
25, 1-spastic paresis, tremor of 1-all
limbs —> On October 2, clear conscious-
ness, motor aphasia - - On 26, dischar-
ged; infantile speech

http://rcin.org.pl

Matsuzawa Hospital; slurred spe-
ech, spastic paresis, equinovarus,
muscular atrophy & ankylosis of
foot joint of 1-lower limbs spastic
paresis of l1-upper limbs, rigidity
of r-lower limbs, knee jerk 1 >r,
biceps & triceps reflexes 1 > r,
1-Gordon =, bilateral dysdiado-
chokinesis, microcephaly, severe
imbecilly or idiocy —> Epileptic
paroxysmal of various natures,
psychic seizures, abnormal EEG,
violent & infantile behaviors
Fever, decubiti, disturbed conscio-
usness, pyelonephritis, pleuritis
Emaciation —> 0 November 1961,
expired

—>
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2 18 | Approxi- Approxi-| August | On 10 years & 3 months-old, headache, | Neuropsychic sequelae on Novem-
/Ebara & M mately | mately [16,1955t0| delirium, abdominal pain, fever /38.5°C/ | ber 7, 1955; amnesia, knee jerk
Forensic 50 days | 8 years |August 8| —> On August 17, r-tonic convulsions | 2+, no tremor — On July 1962/17
Institute, 1963 2x, vomiting, jactation & admitted to | year-old/, convulsion — On Sep-
Tokyo Ebara Hospital; apathetic, r-conjugate | tember 6, convulsion —> On 9, vi-
No. 1161, deviation of eye balls, miosis, horizontal | sited to Outpaient Clinic, Toho -

1955 & nystagmus, coma, neck-stiffness =+, r- | University; slow behavior, slig-
No. 27036, facial paresis, r-hemiparesis, urinary in- | htly abnormal EEG, medication
1063 continence, CSF; clear, pressure 450, | started —> Clinic convulsions; in

Pandy 3+, sugar 78 mg/dl, cell count
1620/3 /mainly lymphocytes/ —> On 18,
soporous, involuntary movement of 1-
-hand —> On 19, tonic convulsion, fever
/40.8°C/ —> On 20, dysphagia —> On 23,
delirium, hallucination, fever /37.8°C/—>
On 26, improved delirium, fever /37.1°C/
On 31, HI /640/ — On September 8, rest-
lessness, fever /39.2°/ — On 14, r-
-pes equinus — On 27, masclike face,
rigidity 1+, athetoid movement —> On
October 2, echolalia, fever /37.2°C/—> On
11, retrograde amnesia, knee jerk 3+ —
On 20, dementia, HI/160/ — On 21, dis-
charged

midnight, march from upper limbs
to lower ones, disturbed conscious-
ness for several to 10 minutes,
lasted for 2—3 hours — On Au-
gust 7, 1963, convulsions, subse-
quent frequent vomitings —> On
9, sudden death

eoruodep sijreydasugy

(O; Negative *; Minimal 1+; Slight 2+; Moderate 3+; High M; Male r; Right 1; Left => ; Exceed or far exceed CF; Titer
of complement fixating antibody of sera for Japanese encephalitis virus HI; Titer of hemagglutinating antibody of sera for
Japanese encephalitis virus CSF, cerebrospinal fluid TS; ,Teil Strich” EEG; Electroencephalogram)
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Fig. 4. Topographic distribution of lesions in 17 cases of encephalitis Japonica at acute stage in July and August 1948,
Tokyo. Oval indicate perivascular cell cuffs, while dots, cellular nodules. A — Cerebrum a'nd diencephalon. B — Brain
stem, cerebellum and spinal cord. See text! (Further mgdifiéd firom [Figrures reported by Shiraki 8.)
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Encephalitis Japonica 431

a close relationship to arteriolar and precapillary vessel wall of which
intimal nuclei occasionally become pyknotic (Figs. TA—D). They are, as
a rule, characterized by fine or coarse spongy tissue disruption, nerve
cell disintegration and ischemic-degenerated remainders with occasional
neuronophagias and perineuronal incrustation bodies (Fig. 7C). A less
number of leukocytic migration and cellular debris are frequently
visualized centrally, but inflammatory cells never accumulate in central
vessel wall. Foci are predominant in cerebral cortices of which deeper
layers are preferentially involved (Fig. TA). No lesions occur in molecular
layer, except for cerebellar cortex inwhere lesions are never encountered
in granular layer.

Severity of foci is in general high in Ammon’s horn, succeeded by
temporal, frontal and parietal cortices, and slight to moderate in insular,
occipital and cerebellar. Severest foci are found in substantia nigra and
thalamic nuclei of which lateral and ventro-lateral nuclei, and pulvinar
are most susceptible (Figs. 7B, D). Striatum and globus pallidus are also
involved. No lesions develop in brain stem and spinal cord, except for
red nucleus and pontine basis (Figs. 5A, B). Those necrotic foci are
independent of perivascular cell cuffs and cellular nodules mentioned
above. For example, in thalamic nuclei the latter two lesions are clearly
restricted to septal regions of multiple, coalescent rarefaction necrotic
foci, while never observed within necrotic foci (Fig. 7B). Lesions are
found in a great majority of cases examined, while not in a few
instances, So far, both nature and distribution pattern of necrotic foci
are, more or less, differed from those of perivascular cell cuffs and
cellular nodules (Compare with Figs. 5A, B to Figs. 4A, B).

Tissue damages due to circulatory disturbances are occasionally com-
bined with. Diapedetic hemorrhages and plasmic or fibrinous transuda-
ticns are observed in thalamic nuclei, cerebral cortices, meninges and
elsewhere or rarely in white matter (Figs. 8A—D). Pseudolaminarily-di-
stributed cortical deterioration rarely occurs but certainly does exist
(Fig. 8E).

2. Subacute Stage (Figs. 9 and 10): Cellular mobilization in
rarefaction necrotic foci becomes pronounced (Figs. 9A, B and 10A), while
perivascular cell cuffs and cellular nodules, less conspicuous in both
number and intensity at subacute stage. Cellular elements in necrotic
foci consist mainly of activated rod cells and phagocytic cells laden with
myelinbreakdown byproducts and granules of lipid nature (Figs. 9B, 10B).
Thusfar, a softening character of foci becomes prevailed. Plasma cells
intermingled with lymphocytes accumulate in perivenous spaces, and a
small number of them migrate periadventitially (Fig. 10B). A large num-
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432 H. Shiraki

Fig. 5. Topographic distribution of focal rarefaction necrotic foci (ovals with dots)

on thee same materials in Fig 4. A — Cerebrum and diencephalon. B — Brain stem,

cerebellum and spinal cord. See text! (Further modified from Figures reported by
Shiraki 8)

ber of exceedingly tiny, pseudocalcareous particles freely in parenchyma
or phagocytic cells are, as a rule, present. In a few instances a widespread
cortical deterioration of a circulatory disturbance origin is manifested
particularly from gyral wall to depth of sulci, while rarefaction necrotic
foci with increased cellularity are visualized within the former lesions
(Fig. 9A), and, thus, an overlap of two types of lesions becomes pronoun-
ced.

3. Subchronic Stage (Table 3, Figs. 11—23): Coalescent ten-
dency of rarefaction necrotic foci at this stage becomes more and more
increased, and comparatively sharply-defined softening foci are particu-
larly predominant in lateral, ventro-lateral and dorso-medial thalamic
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nuclei (Figs. 16A, 17A, 19A, 22A), pulvinar (Fig. 22C), Ammon’s horn and
other cerebral cortices (Figs. 11C, 20E, 21E, 22A), and substantia nigra
(Figs. 11A, 19B). Pigmented cells in substantia nigra are severely disin-
tegrated, and a large number of phagocytic cells laden with melanin pig-
ments are mobilized (Figs. 11A, B, 19B). In case 9 with the most longstan-
ding duration for 138 days, severe disintegration of pigmented cells and
astrocytosis are of main features, and thus, a cleaning process has already
been accomplishied (Fig. 21A). Necrotic foci are coarsely or finely spon-
ginous or cystic (Figs. 16C; 17A, B; 20A, E, 21E, F, 22A, C), and contain
a large number of phagocytic cells laden with fat granules (Figs. 14B,
17B, 21CD) as well as a different number of multinuclear giant cells of
Langerhans’type (Figs. 16B, 17C, 20B, C,D). Giant cells prevail, as a rule,
in thalamic nuclei and are particularly abundant in cases 5 and 9, while
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434 H. Shiraki

occasionally in deteriorated cerebral cortices of case 9 in which they
phagocyte a less number of remaining nerve cells with calcification (Figs.
21F, G). Vascular sclerosis, astrocytosis and gliosis become pronounced in
those advanced foci (Figs. 12A, 22B) and are supplied by a proliferation
of both capillary networks and mesenchymal fibers (Figs. 12A, 22D).

It is assumed that a majority of softening or scurred foci mentioned
above are orginated primarily from rarefaction necrotic foci from acute
to subacute stage. Whereas, certain of them may have an origin of coa-
lescent cellular nodules, because comparatively large foci of a circum-
scribed nature consisting of activated rod- and gitter cells occasionally
prevail in inferior olivary or other nuclei where never develop rarefac-
tion necrotic foci at acute stage (Fig. 5B). In fact, those foci can hardly be
differentiated from foci of rarefaction necrotic origin. It, however, is
true that a great majority of cellular nodules can subside at protracted
stage. For example, unsharply-defined cellular proliferation consisting
of activated rod cels and hypertrophic astrocytes in a slight to moderate
degree occurs in cerebral cortices, while nerve cells there are compara-
tively well-preserved or disintegrated to a minimal degree (Fig. 14A).
Although activated rod cells mainly of microglial origin proliferate in ce-
rebellar molecular layer, Purkinje cells are well-preserved and show
negative or only minimal change which may be of a reversible character
(Figs. 12B, 14C). Even when inferior olivary nucleus or anterior horn of
spinal cord consists one of preferential sites of cellular nodule formation
at acute stage: (Fig. 4B), cellular nodules or remarkable disintegration of
nerve cells never develops at protracted stage. There is only diffuse cel-
lular increase in parenchyma, and nerve cells remain to normal con-
figuration (Fig. 12C).

Perivascular cell cuffs, on the other hand, become absent or to minimal
degree at protracted stage, although slight one can be observed even in
case 9 with 138 days duration (Fig. 21B). It now becomes obvious that
a majority or great majority of cellular nodules and perivascular cell
cuffs are essentially of a reversible character, while rarefaction necrotic
foci, of an irreversible one and can play an important role on the deve-
lopmental mechanism of severe neuropsychic sequelae in survivors.

Further accentuation of sequelae of the illness, on the other hand, can
be attributed to circulatory disturbance processes which, as aforementio-
ned, take place even from acute to subacute stage and may, more or less,
be responsible for irreversible tissue damages (Figs. 8A—E, 9E). More
widespread cortical deterioration particularly from gyral wall to depth
of sulci prevails in a majority of cases at subchronic stage. A lower mag-
nification of those foci and adjacent vicinity seems to develop severe dis-
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integration of nerve cells '(Figs. 13A, 18A, B). A higher magnification
clearly demonstrates that a fair number of ischemic-shrunkened nerve
cells are still spared in those foci with manifestation of vascular networks
(Figs. 13B, 18B, C). Since circumscribed foci with abundant cellularity
originated from rarefaction necrotic foci are disseminated within this
cortical deterioration and the latter is far widespread than the former
(Fig. 18A), this type of diffuse cortical deterioration indicates a different
disease process presumably of circulatory disturbance.

In case 6 with 50 days duration, fresh hemorrhages and plasmic tran-
sudations in various degree indicating their occurrence at terminal stage
are disseminated widely in the severely involved cortices mentioned abo-
ve and adjacent white matter (Figs. 18D, E). Widespread demyelination
of white matter develops too (Fig. 18D), and a higher magnification re-
veals that multiple cellular nodules of different sizes are disseminated,
and the latter consist of periadventitial fibrinous transudation centrally
and glial wall formation marginally (Figs. 18F, G). Those lesions men-
tioned above are most impressive in case 9 in which exceedingly wide-
spread demyelination and gliosis are pronounced bilaterally in white
matter of cerebral hemisphere (Figs. 20A, E, 22A, C), and indicate further
advance of tissue responses in case 6 mentioned above. In case 9, cortical
deterioration with cavity formation and glio-mesenchymal proliferation
is also widespread (Figs. 20A, E, 21E, F and 22A — D). A less number of
fresh ring hemorrhages are still visualized in white matter of cerebrum
and brain stem (Fig. 23C). Coarse spongy tissue disruption presumably
due to circulatory disturbance is encoutered in subcortical white matter
and thalamic nuclei of cases 5, 6 and 7 (Fig. 16C). It, therefore, is concei-
vable that circulatory disturbances, particularly of impaired blood-brain-
-barrier, become manifested anew at subchronic stage or are lasting con-
tinuously from acute to subchronic stage, and result irreversible tissue
damages. »

Clight to moderate intimal proliferation, particularly of meningeal ar-
teries, is observed diffusely in case 9 (Fig. 23A). Considering the age of
the patient, i.e., 9 year- old, this clearly falls into abnormal range. La-
minarity- or pseudolaminarity-distributed cortical deterioration inwhere
slight to moderate disintegration of nerve cells with ischemic-shrunkened
remainders and fine tissue disruption are of main features is widespread
(Fig. 23B). This may be closely related to the intimal proliferation of
meningeal arteries mentioned above, and is of a recent origin and clearly
contrasted to the afore-mentioned advanced cortical lesions. In this con-
nection, the findings in case 8 with 88 days duration, i.e., slight intimal
proliferation of meningeal arteries (Fig. 19F), and hyalinous thickening
of vessel walls and related tissue damages in basal ganglia (Fig. 19C, D,
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E), may have a certain significance relating to primary disease process
which, however, is cautiously interpreted since the age of the patient
was 64.

Although the neuropathology of encephalitis Japonica at subchronic
stage is actually complicated, two main processes, i.e., primary disease
process and circulatory disturbances, can concurrently or co-operatively
play important roles to the developmental mechanism of widespread le-
sions in both grey and white matter. A question then may arise as to
whether the latter processes can be attributed to damages of cerebrova-
scular system directly or indirectly relating to primary disease process,
or to those of other organs, particularly pulmo-cardiac arrests. In fact,
severe dyspnea and pneumonia signs were observed in case 9 from the
beginning and the tracheotomia was performed (Table 3). The findings
of diffuse degeneration of both striatum and globus pallidus in this case
(Figs. 23D, E) may well be correlated to severe pneumonia change at
postmortem (Fig. 23F), because pulmo-cardiac arrests of different origins
can cause similar lesions of basal ganglia and cerebra cortices (Shiraki
1965).

It is of interest to note that case 4 with 37 days duration is exceptional
and represented almost complete remission one month later after the
onset of the illness, but subsequently developed exacerbation simulating
tetanus-like syndrome, and expired 7 days later. Neuropathologic exa-
mination reveals the following two findings; moderately disintegrated
nerve cells of substantia nigra and thalamus, and less severe one in other
grey matters, and residual cellular nodules and neuronophagias which
may indicate advanced features of encephalitis Japonica process (Fig.
15A); whereas, moderate, focal cellular infiltration in meninges (Fig.
15C), slight to moderate perivascular cell cuffs consisting of lymphocytes
and their peri-adventitial migration (Fig. 15B) and a small number of
tiny cellular nodules of loose nature together with fresh petechiae at
fourth ventricular base (Fig. 15D) are verified in cerebral cortices, sub-
stantia nigra and elsewhere. So far, it does need no explanation that the
latter findings suggest an exacerbating or re-infectious_process of ence-
phalitis Japonica but never deal with tetanus process.

4. Chronic Stage (Table 4, Figs. 24 — 28): Two autopsy cases
at chronic stage which were definitely diagnosed as encephalitis Japoni-
ca from both clinico-epidemiologic and immunologic viewpoints at acute
and subchronic stages have been examined.

In case 1, the main sites of lesions are on right hemisphere and consist
of substantia nigra and thalamic nuclei. Severely disintegrated pigmen-
ted cells with high-grade glio-mesenchymal proliferation are particularly
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predominant on cranial part of substantia nigra (Figs. 24A, 25A), while
severest scar formation in thalamic nuclei develops in dorsal portion of
lateral nucleus, anterior nucleus and medulla laminae of which the lat-
ter may be originated from plasmic transudation such as seen in Fig. 8C
at acute stage (Figs. 24A, B). This corresponds well with the dominant
neurologic impairments on left body half, since no or minimal lesions are
found in left hemisphere (Fig. 24D). Severe ulegyric lesions are also
found in Ammon’s horn and frontal gyri on right side and involve widely
both cortices and white matter, and are succeeded by temporal gyri and
elsewhere (Figs. 24 A,C and 25B). No inflammatory tissue response is
encountered.

A question as to whether those ulegyric cerebral lesions could essen-
tially be attributed to primary disease- or related processes from acute to
subchronic stage mentioned above or not may arise. Considering the afo-
rementioned lesions at subchronic stage, particularly those of case 9, such
a possibility could exist. The patient, however, developed frequent, se-
vere convulsive seizures, and high-grade mental retardation and perso-
nality change during the subsequent longstanding clinical course. So far,
secondary-induced ,,Krampfschadigung” may in part be responsible for
the developmental mechanism of those lesions. Actually, pseudolamina-
rily- or laminarily- distributed cortical deterioration of a comparatively
recent origin occurs in temporal and other cortices on right hemisphere,
cerebellum, inferior olivary nucleus and elsewhere (Figs. 25B , C). Final
conclusion remains to future. Simulating retrograde change of nerve
cells of which significance is unknown is particularly pronounced in pon-
tine nucleus and Beetz’giant cells (Figs. 25D, E , F).

In case 2, severest scar with central cavity formation and calcified re-
mainders of nerve cells occurs almost symmetrical bilaterally in pulvinar
thalami (Figs. 2A — D), and is succeeded by dorso-medial thalamic nu-
cleus (Figs. 27A, B) and substantia nigra (Figs. 26B, E). Sommer’s sector
of Ammon’s horn is slightly and bilaterally involved, while other cere-
bral cortices are free from lesions, except for those of left hemisphere
inwhere a tumor mass is found subpially on inferior parietal gyrus, while
widespread softening and cystic cavitation develop mainly in cerebral
white matter (Figs. 27C, D, E and 28). The latter two findings may be
originated from circulatory disturbance closely associated with an exis-
tence of cerebral tumor.

Histopathologically, tumor mass consists of a large number of radiary-
-arranged, ovoid or spindle-shaped cells with scanty metamorphosis, in-
tracellular collagen fiber proliferation, hyalinously-thickened vessel
walls, and pronounced deposition of calcareous particles to hyalinous cord
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of connective tissue nature (Figs. 27D, E). So far, it may be of fibroblastic
meningioma of a low malignant nature. Besides, perivascular lymphocy-
tic accumulation is pronounced around the tumor mass (Fig. 27 C), and
less pronounced but widespread in other cerebral parenchyma. A question
then may arise as to whether tumor with marginal inflammatory tissue
response of a recent origin could occur prior to encephalitis Japonica at
acute stage or subsequently during protracted stage. Tonic convulsions
of Jacksonian type which was restricted to right body half at acute stage
may well correspond with left-sided localization of tumor, and, thus,
may indicate a coincidence of tumor at acute stage of the illness, although
this comprizes no definite proof. It, however, might be of interest to
assume that tumor could develop after the primary disease process of
which viral proliferation in cerebral parenchyma may have a certain
significance since multiplication of virus-like particles has recently been
identified electronmicroscopically prior to development of experimen-
tally-induced brain tumors (Ikuta et al. 1964). No definite conclusion can
naturally be drawn at present.

Considering the clinico-epidemiologic and immunologic features from
acute to subchronic stage as well as the main sites of lesions in both sub-
stantia nigra and thalamic nuclei at postmortem examination, it is mo
doubt that cases 1 and 2 belong to the category of encephalitis Japonica
at chronic stage, although certain unusual features do exist in each.

DISCUSSION AND CONCLUSION

As far as our materials of encephalitis Japonica from acute to chronic
stage are concerned, the common sites of severe lesions are both substan-
tia nigra and thalamic nuclei, and succeeded by cerebral cortices, in
particular Ammon’s horn. So far, this comprizes most outstanding cha-
racteristics of the disease in its distribution pattern as compared with
other types of viral encephalitides, and represents most reliable patho-
morphological criteria for diagnosis of the illness. It is emphasized that
among them cranial portion of substantia nigra, lateral thalamic nucleus
and pulvinar thalami are most susceptible.

Histopathologically, two types lesions, i.e., perivascular cell cuffs and
cellular nodules, are found in all cases examined, and comprize kernels
of the disease process at acute stage, but are essentially not differentia-
ted those of other vira encephalitides, except for the characteristic dis-
tribution pattern of the former. Both lesions have been considered as
direct or indirect tissue responses of central nervous system to invasion
and multiplication of encephalitis Japonica virus. This concept has been
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and is now analysing experimentally usuing fluorescent antibody tech-
nique, and will, to some extent, be discussed in other part of this book
(Shiraki et al. 1965).

Another outstanding feature of encephalitis Japonica is a presence and
characteristic distribution pattern of widespread, multiple rarefaction
necrotic foci which actually develop in a great majority of cases exa-
mined, except for a few negative ones. According to Haymaker (1961)
severity and frequency of those necrotic foci in Western equine and
Murrey valley encephalitides are occasionally identical to those of ence-
phalitis Japonica, while St Louis encephalitis occurs infrequently and
less severely similar foci. Exact comparison of those foci among arthro-
pod-borne encephalitides remains to future.

Certain circulatory disturbance process may be responsible for the
developmental mechanism of those necrotic foci in the following reasons;
close spacial relationship to cortical arterial vessels is frequently identi-
fied, while no remarkable change of those vessels, except for pyknotic,
degenerated intimal nuclei, is found, and, thus, focal, functional vaso-
spasm may have a significance; severely disintegrated nerve cells with
ischemicshrunkened remainders which are not infrequently oppressed
to marginal area of foci as well as spongy tissue disruption are visualized
within foci. The latter may suggest certain serrophagic process from
impaired blood-brain barrier of central vessel. A question then may arise
as to whether this type of functional circulatory disturbance could be
related to viral multiplication of intracerebral vessel walls or not. As
far as the results of experimentally-induced encephalitis Japonica with
fluorescent antibody technique (1965) and electronmicroscopic observa-
tion (1965) obtained up to date are concerned, virus particles are restric-
ted to cytoplasm of nerve cells, but never found in vessel wall.

As afore-mentioned in detail, perivascular cell cuffs and cellular no-
dules are, as a rule, of a reversible character, while rarefaction necro-
tic foci, of an irreversible one which can play an important role for the
development of sequelae in survivors. Other types of circulatory distur-
bances take place from acute to subchronic stage, result irreversible tis-
sue damages not only in grey matter but also in white matter alike, and
can cause further accentuation of sequelae of patients. This clearly indi-
cates that active treatments for impaired cerebral circulations from
acute to subchronic stage of the disease can contribute to a reduction of
sequelae, particularly considering the fact that we at present have had
no essential treatments for primary disease process.

Another type of further exaggeration of sequelae may be of re-infec-
tious process, because case 4 with 37 days duration suggests such as
possibility clinico-pathologically. However, nothing has been certain as
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to a possibility in that attenuated virus of encephalitis Japonica in a form
of latent infection can survive for many years in central nervous system
of humans and develop occasionally re-infectious process. Parkinsonian
syndrome of encephalitis Japonica is, as a rule, stationary or tends to
improve even in a minimal degree during longstanding clinical course,
and is differentiated from that of postencephalitic prosess of Economo’s
type. So far, such a possibility may be less, but still needs further
investigation in future.

As has been discussed in our previous publication (Shiraki et al. 1963),
there are a number of clinical types of encephalitis Japonica, such as
meningitic, abortive, bulbo-paretic, initiated by myelitic disturbances,
provocated by trauma and inapparent infection, except for typical type.
It has been estimated that 500 to 1 000 inapparent infections can develop
for each one case of apparent infection, and, thus, comprize a major por-
tion of iceberg under sea level in number. Neuropathology of those diffe-
rent types of the illness has been absent or exceedingly rare. In addition,
it is no doubt that virus of encephalitis Japonica is conspicuously neuro-
tropic, but a question as to whether virus multiplication is restricted to
both central and peripheral nervous systems of which the latter neuro-
pathology has been very poorly investigated or can develop in other
visceral organs has not yet been settled finally. A comprehensive investi-
gation on both human and experimental materials from those viewpoints
still remains to future.
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H. Shiraki

NEUROPATOLOGIA JAPONSKIEGO ZAPALENIA MOZGU U LUDZI,
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM POSTACI PODPRZEWLEKLYCH
I PRZEWLEKLYCH

Streszczenie

We wstepie pracy autor omawia podstawowe dane epidemiologiczne, dotyczace
japonskiego zapalenia mézgu w okresie ostatnich lat.
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Szczegblowe dane dotyczace epidemiologii choroby, jej obrazu klinicznego i mor-
fologicznego w okresie ostrym i podostrym, oraz leczenia i zapobiegania stanowily
przedmiot weze$niejszych prac autora (Shiraki 1948, Shiraki i wsp6t. 1963). Przed-
miotem niniejszego opracowania jest wylacznie patomorfologia podprzewleklych
i przewleklych postaci japonskiego zapalenia mézgu, jako przyczynek do pozna-
nia podloza objawoéw zej§ciowych choroby.

Omawiany material obejmuje lacznie 9 przypadkéw w grupie podprzewleklej
(1—4 miesigce od zachorowania) i 2 przypadki w grupie przewleklej (8—12 lat od
zachorowania).

Dla calo$ci obrazu autor omawia réwniez patomorfologie 25 przypadkéw w gru-
pie ostrej (3—9 dzien choroby) i 5 w grupie podostrej (11—18 dzien choroby).

Podstawowym elementem patomorfologicznym w grupie ostrej sg okolonaczynio-
we nacieki zapalne, grudki glejowe i ogniska martwicy wystepujace przede wszyst-
kim w istocie szarej.

Nacieki okolonaczyniowe skladajq sie przede wszystkim z limfocytéw, wielo-
jadrzastych leukocytéw i komérek monocytarnych, zgromadzonych giéwnie w prze-
strzeni okolonaczyniowej i rzadko przekraczajacych jej granice. Obecne sg limfo-
cytarne nacieki w oponach.

Grudki komérkowe zbudowane sa z pobudzonych komérek Hortegi i w mniej-
szym stopniu leukocytéw (gtéwnie wstepny okres choroby). Sg one skupione dooko-
ta naczyn lub lezg luzno w tkance, zajmujgc przede wszystkim kore i formacje
szare podkorowe. Przewazaja w korze amonalnej, bocznych jadrach wzgérza i w
poduszce oraz w istocie czarnej.

Ogniska martwicy zwykle maja wyglad réznej wielkoSci zlewajgcych sie zggb-
czen (widocznych juz makroskopowo) wykazujacych wyrazny zwigzek z naczynia-
mi. Wystepuja one najczeSciej w glebokich warstwach kory (kora amonalna, skro-
niowa, czolowa, potyliczna) i w moézdzku. Prazkowie bywa r6wniez zajete. Pien
i rdzen sg zwykle nie zajete. Czesto wspoélprzebiegaja z nimi naczyniopochodne
uszkodzenia tkanki.

Grupe przypadkéw o podostrym przebiegu cechuje zmniejszenie iloSci i nate-
zenia naciek6w zapalnych i grudek glejowych, a poglebienie proceséw rozpado-
wych w ogniskach martwicy do stadium rozbiérki. Pojawiajg sie komérki plazma-
tyczne. W obrazie przypadkéw podprzewleklych dominujg ogniska rozrzedzen mar-
twiczych, dotyczace przede wszystkim jader bocznych, brzuszno-bocznych i grzbie-
towo-przy$rodkowych jader wzgérza, poduszki, kory amonalnej i innych okolic koro-
wych oraz istoty czarnej: Uderza rozpad komérek nerwowych zawierajacych mela-
nine. W zaawansowanych ogniskach rozpadu wystepuje proces glejowacenia. Wiek-
szo§¢ ognisk stanowi zej§cie martwiczych zmian z okresu ostrego, ale cze§é powstaje
z rozpadu zlewajacych sie grudek komérkowych. Zmniejsza sie natomiast ilo§é lub
zanikaja w og6le nacieki okolonaczyniowe i grudki komérkowe. Poglebiaja sie
réwniez uszkodzenia tkanki pochodzenia naczyniowego, a nawet pojawiaja sie
S§wieze zmiany naczyniopochodne przyczyniajgc sie do dalszego uszkodzenia tkanki
nerwowej. Te ostatnie moga wystepowaé¢ w zwigzku z powiklaniami plucno-serco-
wymi towarzyszacymi zapaleniu moézgu.

Grupe przewlekla choroby charakteryzuje wystepowanie rozleglych ognisk zbli-
znowacenia tkanki, z tworzeniem torbieli pomartwiczych. Ogniska uszkodzenia do-
tycza gléwnie wzgérza, istoty czarnej i kory amonalnej. Brak zmian zapalnych.
Blizny majg charakter glejowo-mezodermalny.

Autor uwaza, ze podstawowym morfologicznym kryterium diagnostycznym jest
charakterystyczny rozklad uszkodzen (szczegélnie typowe jest zajecie przedniej
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cze$ci istoty czarnej, bocznych i poduszkowych jader wzgérza). Nacieki okolonaczy-
niowe i grudki komérkowe, nie réznigce sie morfologicznie od innych wirusowych
zapalen mozgu, sa charakterystyczne jedynie pod wzgledem topografii.

Charakterystyczne natomiast sg ogniska rozrzedzen martwiczych. Wydaje sie,
ze za ich pochodzenie odpowiedzialne sa zaburzenia naczynioruchowe. Te ogniska
martwicy, jak i zmiany o charakterze niewatpliwie naczyniopochodnym, obejmuja-
ce zar6wno istote szarg jak i bialg, sa odpowiedzialne za kliniczny zesp6t zejSciowy
choroby, utrzymujacy sie po ustgpieniu okresu ostrego i podostrego. Jeszcze jed-
nym czynnikiem precypitujgcym zespél zejSciowy moze byé ponowne zakazenie;
cho¢ ta sprawa wymaga dalszych obserwacji.

X. IImpagn

HEBPOITATOJIOTUS SAIIOCHCKOTO BJHUEDAIUTA ¥V JHOIEN
C OCOBBIM YYETOM CYBXPOHUYECKUX UM XPOHUYECKUX POPM

ConepxaHue

B BBefeHMM aBTOP MNPMBOAUT OCHOBHBIE MOaHHBIE HAIIOHCKOroO 9Huecba.uwra 3a
nocjaenHmne roabl.

YacTHble AaHHbLIE MO SNMAEMMoJOorMM 3abojeBaHuA, ero KIMHW4YecKas M Mopdo-
JormyecKas KapTMHA B OCTPOM M ITOZOCTPOM TIEPMOZE, a TaKKe JiedeHue ¥ Ipoduiaax-
THUKA ABJIANUCH NIPEAMETOM NpeABapuUTeNbHBIX pabor aBropa (IImpakm 1948, IlImpaxn
u corp. 1963). IIpegmeromM HacToAllell PaboThl ABIAAETCA MKJIIOYUTENBHO IaToMopdo-
Jorusa CyOXPOHMYECKMX ¥ XPOHMYECKMX (PopM HAMNOHCKOro sSHuedanura, Kak BBe-
JleEne K BOIIPOCY O CYILLHOCTM MCXOAHBIX ABJEHM 3abosieBaHMUA.

Marepuan aBTOpa COCTOMT BooOIIeM u3 9 ciaydaeB B CyOXPOHMYECKON Trpymnme
(1—4 mecsAua or Hayaja GoJe3HM) M U3 2-yX CcJydaeB B XPOHMYECKON rpymnme (8—12
Jer ot Hayana GoJsie3Hn).

Jlns MOTIOTHEHUs KapTMHBI paccMaTpMBaeTcsd Takke 25 ciaydaeB B OCTPOi rpynre
(3—9 nenn Gone3nm) m 5 — B nomocTpoir rpymnmne (11—18 xeHb Gose3HN).

OCHOBHBIM ITAaTOMOPOJIOTMYECKMM SJIEMEHTOM B OCTPOil TIpynme ABJIAITCA
OKOJIOCOCYAMCThIE BOCIANMUTENLHBIE MHMUALTPATHI, IJMeBble KOMKM M oOdarm He-
Kpo03a, PacIlOJIOJKEeHHbIE TJIaBHBIM 00pa3oM B CEpoOM BellecTBe.

OxKonococyAncTble MHMUIBLTPATBI COCTOAT MpPeXRAe Bcero m3 JauMmdaumMToB, MHO-
TOAAEPHBIX JIEMKOLMTOB ¥ MOHOLUMTHBIX KJIETOK, JIOKAJIM30BAaHHBIX IJIAaBHBIM 00pa3oM
B OKOJIOCOCYAMCTOM IIPOCTPAHCTBE M PeAKO IMepexoAdAlMX 3a ero npepensl Jinmvmdo-
NUTHBbIE MH(MUILTPATEI PACrojiaraloTCAd TaKzKe B MO3TOBBIX 00OJIOYKax.

KnerouHble KOMKM COCTOAT u3 BO30YKIAEHHBLIX KJIeTOK Oprerm u B MeHLIel
cTeneHu u3 JIEMKOLMTOB (B OCHOBHOM HadalbHBIN nepuoxn 3aboneBaHusa). OHM KOH-
LEHTPUPYIOTCA BOKPYT COCYAOB JMOO CBODOAHO JezkaT B TKaHM, 3aXBaTbIBad Ipexjae
BCero KOPY M cepble CYyOKOPTMKAJbHBIE CTPYKTyphbl IIpeodsiagaloT B aMOHAJBHOI
Kope, JIaTepaJbHBIX AApax TajlaMyca M B IIOAYIIKE, a TaKKe B CEpOM BeIlecTBe.

Ouary HeKpo3a XapaKTepu3ylTcd OOBIYHO Pa3HBIMM 110 BeJMYMHE CAMBAKOMMNUCH
CIIOHTMO3HBIMM IIePEPORACHUAMM (3aMETHBIMM CAKPOCKONMYECKM), C OTYETJIMBLIM
OoTHOIIEHMEM K cocyaaMmM. OHM OpeMMyILeCTBEHHO pacriosaraiprcsad B Oojnee rayborux
QI0AX KOpPBI (aMOHaJbHAsA KOpa, TeMIopadbHad, (POHTAJNbHAA, OKUMMINMTAJIbHAA)
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u B Mo3xkedke. VIHorza mopazkaerca m crpuaryM. CTBOJI M CHMHHOM MO3T OGBIYHO HE
3arparmBaioTcA. JacToO MM CONYTCTBYIOT Ba30TE€HHBLIE ITOBPEKAEHMS TKaHMU.

Tpynma ciiygaeB € IIOAOCTPBIM TEYEHMEM XapaKTepu3yerTcs MEHIIMM KOJMYeCTBOM
¥ MEHIIell MHTEHCUMBHOCTBIO BOCHAJNMUTENbHBIX MHMUIBTPATOB M IJIMEBBIX KOMEKOB,
HO ycyryOneHmeM IIpOLIECCOB pacliaja B odarax HeKpos3a. IIoABIAIOTCA Mia3MaTu-
yecKye KIeTKM. B KapTmHe CyOXPOHMYECKMX CIydaeB IpeobiafarT odaru HEKpo3-
HBIX pacciabneHnit, OTHOCAIIMXCA IPeRJe BCEro K JaTepajbHbIM SApPaM, BEHTPO-
JaTepalbHBIM M JOP30-JIaTePasIbHBIM AApaM TajlaMyca, HOAYIUKe, aMOHOHAJIBLHOI Kope
M K JPYTMX KOPTMKAJbHBIM 00JacTaAM, a TakKe K dYepHoMy BeulectBy. OGpaiiaer
BHMMAaHMe pacriaj HEepPBHBLIX KJETOK, COAEepIKalMxX MeJaHuH. B Goliee TPOABUHYTBIX
oyarax pacrnaga (GOpMHMPYETcs MpOoLiecC Iamo3a. BOJbIIMHCTBO 0YaroB MpPeJACTaBJIAET
co00i1 MCXOX HEKPOTMYECKMX WM3MEHEHMII OCTPOTO TepuoAa, OLHAKO dYacTb M3 HUX
obpa3yerca M3 pacmaja CAMBAKIUMXCA KJIETOYHBIX KOMKOB. 3aTO YMEHIIAeTCH KOJH-~
YeCcTBO, MO0 MAazke BOBCE MCYE3AIOT OKOJOCOCYAMCTHIE MHMUIBLTPATHI M KJIETOYHSIE
KOMKM. YCYIIyOaAOTCA MMOBPEXXASHMA TKAHM Ba30l€HHOTO XapakKrepa, M Jaxke I10s3-
JIAIOTCA CBEXKME Ba30Te€HHBIE WM3MEHEHMsd, YTO CIIOCOOCTBYeT NalbHEMIIEMY IIOBPEeX-
JEHMI0 HEpPBHOI TKaHW. IlocjefHMe MOTYT TIOABJIATHECSA B CBA3UM C CepPAe4YHO-JIEerod-
HBIMM OCJIONKHEHUAMM, COMYTCTBYIOLMMM SHIEedaINTy.

XPOHMYECKYIO TPYINY CIydYaeB XapakTepu3yeT Haauuye OOLIMPHBIX O4YaroB pys-
LeBaHUA TKaHM, ¢ obpa3oBaHMeM CyOHEKPO3HbIX KMCT. O4arum IOBPEXRAECHUA UMEIOT
OTHOLLIEH)ME TJIaBHBIM 00pa3oM K TajaMycy, YepPHOMY BeL[ecTBY M aMOHAJbHOI Kope.
OTCYTCTBYIOT BOCHANMTEIbHbIE WM3MeHeHMA. PyOubl HOCAT TIIMO-Me30AepPMalbHbIN
Xapakrep.

ABTOp CYMTAET, YTO OCHOBHBLIM MOPMOJOTMYECKMM KPUTEPUEM AMarHosa SABIAETCH
XapakKTepUCTUUECKOe pachpejieyieHe IOBPeXRAEHMI (BecbMa TUMNMYHO TIOpaxkKeHue
IIepeHero y4dacTKa 4YepHOro BeIeCcTBa, JATEePAaJbHBIX fAAep M Axep MOAYIMIKM Taja-
myca). OKoJiococyamucThle MHMUIBTPATHI M KJIETOYHbIE KOMKM, He OTANHYAIOTCA OT
APYIMX BUPYCHBIX SHIE(MANINTOB XapaKTepPUCTUYHBI TOJBKO C TOIorpacdmnyecKroin
TOYKM 3PEHMA.

BecbMa crienmpuuHBI O4YarM HEKPO3HbIX paccaabienmic. Creayer nDpexarioyiaraTh,
YTO MX HaJau4dye O00YCJIOBJIEHO COCYZOABMUTraTeJIbHBIMM PacCCTPOCTBAMM. IDTH o4aru
HEKpo3a, PaBHO KaK ¥ MCTMHHO Ba30TeHHbIE WM3MEHEHMs, OXBaTbIBAIOLLME Cepoiut
u Oeyioe BelllecTBa OKa3bIBAIOT CBOE BJMAHME HA KJIMHNYECKUIA KOMILJIEKC KOHEYHOM
thasb! Gose3HM, IPOAOIIKAIOILENCA T0CJIe IPEeoJ0JIEHUS OCTPOro-JM MOJOCTPOrO IIepMoja.
JononmHUTeNBHBIM (PaKTOPOM NPEROTIPEeAEeIAIIMM MCXOQHOM KOMIJIeKe 3abojeBaHus
MOZKeT ABIATHCA PeMH@EKIMA; XOTH TOT BONPOC TpebyeT AalnbHeMImMX HabIoneHuni.
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DESCRIPTION OF THE ILLUSTRATIONS

Fig. 6. Acute stage. A — 59 aged female, 4 days duration, 1948, Tokyo. Moderate
lymphocytic infiltration in temporal meninges. X 74. B — 16 aged male, 4 days
duration, 1952, Fukuoka. Putamen. High-grade lymphocytic infiltration in perivenous
space. X 68, C — 10 aged female, 4 days duration, 1958, Fukuoka. Anterior thalamus.
Compact cellular nodules, diffuse cell proliferation, slight perivascular cell cuffs,
and well-preserved nerve cells.”" X 65. D — Higher magnification of cellular nodu-
le in C. Cellular elements consisting mainly of slightly activated rod cells and less
number of polymorphonuclear leukocytes. Adjacent nerve cell (arrows). X 560;
E — 11 aged male, 5 days duration, 1948, Tokyo. Substantia nigra. Cellular
proliferation of both nodular and loose natures. Still-preserved pigmented cells
of which a great majority develop neuronophagia. X 86. F — 7 aged female, 5 days
duration, 1958, Fukuoka. Cervical cord. Perivascular cell cuffs, coalesceing cellular
nodules and diffuse cell proliferation in entire grey matters, predominant in
antero-lateral horns. Less number of them in white matter too. X 9.0. G — Higher
magnification of anterior horn in F. Typical neuronophagia consisting mainly of
activated rod cells. X 357. (A — G — Thionine).

Fig. 7. Acute stage. A — 7 aged male, 5 days duration, 1963, Tokyo. Prefrontal
lobe. Sharply-demarcated, different-sized, multiple rarefaction necrotic foci
restricted to different parts of cortices. X 1.8. B — (8 aged female, 4 days duration,
Tokyo) Multiple, coalescing rarefaction necrotic foci in thalamus, red nucleus
(RN) and substantia nigra (SN), particularly predominant in lateral thalamic nucleus
(LTh). Perivascular cell cuffs and cellular nodules in other areas. X 32. C — 25
aged female, 5 days duration, 1948, Fukuoka. Parietal cortex. Large rarefaction
necrotic focus closely relating to arterial vessel (arrows). Activated rod cells and
remaining nerve cells with neuronophagia within the lesion. X 100. D — Same
case as in A. Frontal-cut through posterior commissure (PC). Different-sized,
multiple necrotic foci in pulvinar thalami (PTh), red nucleus (RN) and substantia
nigra (SN). CP; cerebral peduncle. X 3. (A, D — Woelcke myelin. C, D — H.E)
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Fig. 8. Acute stage. A — Same case as in Fig. 6C. Multiple, coalescing hemorrhages
in anterior thalamus. X 72. B — 34 aged female, 11 days duration, 1948, Tokyo.
Frontal white matter. Periadventitial plasmic transudation on vessel with moderate
perivascular cell cuffs. X 150. C — 9 aged female, 8 days duration, 1948, Tokyo.
Border area of dorsomedial thalamus (DMTh) to lateral one (LTh). Band-like
hemorrhages and plasmic transudation in medullar laminae in particular (ML).
X 47. D — 17 aged female, 7 days duration, 1948, Tokyo. Hemorrhages in cerebellar
meninges. X 68. E — 7 aged female, 5 days duration, 1948, Tokyo. Pseudolaminarily
distributed tissue disruption in upper third layer of temporal cortex. X 57. (A —
E — HE)

Fig. 9. Subacute stage. A — 8 aged male, 11 days duration, 1948, Tokyo. Frontal
gyri. Coalescing, severe cortical necrosis predominant from gyral wall to depth of
sulci. Cellular nodules and perivascular cell cuffs distributed diffusely in both
cortices and subcortical white matter. X 2.2. B — 5 aged male, 9 days duration,
1948, Tokyo. Temporal cortex. Roundly-shaped necrotic focus with pronounced
cellular mobilization. X 120. (A, B — Thionine).

Fig. 10. Subacute stage. A — Same case as in Fig. 9A. Caudal thalamus. Multiple
necrotic foci with pronounced cellular mobilization in a coalescence as well as
perivascular cell cuffs. CC; corpus callosum. X 45. B — Lower magnification of
necrotic focus in A. Large number of gitter cells and perivascular cell cuffs mainly
of plasma cell nature. X 97. (A & B; Thionine).

Fig. 11. Subchronic stage. (Case 1 in Table 3). A — Substantia nigra. Large
number of phagocytic cells laden withy melanin pigments derived from damaged
nigral cells. Pronounced proliferation of both rod- and astrocytic cells. X 80. B —
Higher magnification of A. Similar to A. X 460. C — Ammon’s horn. Circumscribed
nerve cell disintegration and cellular proliferation in Sommer’s sector and
presubiculum. X 9.5. (A — C — Thionine.)

Fig. 12. Subchronic stage (Case 1 in Table 3). A — Lower magnification of area
in Fig. 11C (arrows). Severe nerve cell disintegration, hypertrophic astrocytic-
and activated rod cell proliferations, and manifested vessel walls. X 105. B — Glial
shrubberies of activated rod cell nature in cerebellar molecular layer. X 170. C —
Inferior olivary nucleus. Diffuse cell activation in a slight degree, but no particular
nerve cell disintegration, except for one neuronophagia (arrow). X 140. (A — C —
Thionine.)

Fig. 13. Subchronic stage (Case 2 in Table 3). A — Frontal cortex. Conspicuously-
-shrunkened nerve cells in all layers and loose cellular nodule (arrows). X 86.
B — Higher magnification of A, Darkly-stained nuclei and eosinophilic cytoplasm
of nerve cells with dilated perineuronal spaces. Sieve-like, spongy tissue disruption
too. X 1100. (A — Thionine. B — H.E))

Fig. 14. Subchronic stage (Case 3 in Table 3). A — Third layer of occipital
cortex. Obscurely- defined cellular proliferation, diffuse activation of rod cells and
relative preservation of nerve cells. X 97. B — Lower magnification of A. Round-
lyshaped lesion consisting of activated rod- and granule cells. X 48. C. Diffusely-
-activated microglial cells in cerebellar molecular layer. X 56. (A — H.E. B, C —
Hortega.)

Fig. 15. Subchronic stage (Case 4 in Table 3). A — Substantia nigra. Moderately
disintegrated pigmented cells, fair number of neuronophagia, less pronounced
perivascular cell cuffs and diffuse cell proliferation. X 86. B — Sommer’s sector of
Ammon’s horn. Periadventitial cell migration of both compact and loose natures.
X 97. C — Moderate lymphocytic infiltration in hippocampal meninges. X 130.
D — Fourth ventricular base of mid-pons. Diapedetic hemorrhages in a coalescence.
X 14. (A, B— H.E. C — Thionine. D — Woelcke myelin.)
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Fig. 16. Subchronic stage (Case 5 in Table 3). A — Frontal-cut through red
nucleus (RN). Patchy demyelinated foci particularly predominant in dorsal part
of lateral thalamus (LTh) (arrows). X 1.9. B — Higher magnification of focus in A.
Coarse pseudocalcareous concretions phagocyted by multinuclear giant cells of
Langerhans’ type. Perivascular lymphocytic infiltration in a slight degree (arrows).
X 460. C — Lower magnification of focus in A. Nerve cell disintegration, coarse
spongy tissue disruption and minimal perivascular cell cuffs. X 90. (A — Woelcke
myelin. B, C — H.E.)

Fig. 17. Subchronic stage. (Case 6 in Table 3). A — Sharply demarcated, large
confluent softening foci in lateral thalamus (LTh), with tiny ones in
dorsomedial (DMTh) and anterior thalamus (ATh). X 2.1. B — Lower magnification
of foci in A. Coarse spongy tissue disruption, and pseudocalcareous deposition on
nerve cells and lying free in parenchyma. X 110. C — Higher magnification of foci
in A. Multnuclear giant cell and homogeneously eosinophilic body of dystrophic
neuroaxonal origin (arrows). X 917. (A — Sugamo myelin. B, C, — H. E))

Fig. 18. Subchronic stage (Case 6 in Table 3). A — Large necrotic foci with dense
cellular. accumulation in diffuselydeteriorated parietal cortex. X 22. B — Diffuse
nerve cell disintegration in a high degree and manifested vascular network. X 62.
C — Higher magnification of B. Still remained, darkly-shrunkened nerve cells.
X 1100. D — Parietal gyrus. Diffuse demyelination in white matter and severely
damaged cortical myeloarchitecture. X 2.9. E — Lower magnification of cortical
area in D (arrows). Both confluent and tiny hemorrhagic foci of recent origin. X 28.
F — Lower magnification of white matter in D. Multiple, tiny cellular nodules
relating to vessel walls. X 22. G — Higher magnification of F. Central fibrinous
transudation and marginal glial-wall formation. X 460. (A — Thionine. B, C, E, F,
G — H.E. D — Woelcke myelin.)

Fig. 19. Subchronic stage. (Case 8 in Table 3). A — Both confluent and tiny
demyelinated foci in anterior (ATh) and lateral thalamus (LTh). X 46. B —
Substantia nigra. Severelydisintegrated pigmented cells and large number of
phagocytic cells laden with melanin pigments derived from damaged nigral cells.
X 40. C. Globus pallidus. Confluent demyelinated lesion in dorsal part of outer
portion (arrows). X 5.0. D — Putamen. Circumscribed cystic focus with scanty
gitter cell mobilization relating closely to hyalinously-degenerated vessel wall
(arrows). X 120. E — Caudate nucleus. Conspicuously-thickened venous vessel wall
of looping nature with scanty cell infiltration. X 92. F — Slight to moderate intimal
proliferation of different-calibered meningeal vessels of arterial nature. X 133.
(A, C — Woelcke myelin. B — Thionine. D, E, F — H.E.)

Fig. 20. Subchronic stage. (Case 9 in Table 3). A — Diffuse or patchy, widespread
demyelinated foci in white matter and fornix. Severely-disintegrated thalamic nuclei
and cystic cavities particularly in dorsomedial (DM).Conspicuous atrophy of cortices
and dilatation of lateral ventricles. Cross indicates artefact. X 1.2, B — Lateral thala-
mus in A. Lesion consisting of coalescent pseudocalcareous concretions centrally and
spongy tissue disruption peripherally, surrounded by granulomatous tissue
response. Dilated perivascular space filled with lymphocytes and gitter cells. X 140.
C — Higher magnification of area in A (arrows). Typical giant cell of Langerhans’
type. X 950. D — Same area as in B. Typical, large giant cell of Langerhans’
type and small one containing a coarse pseudocalcareous concretion. X 950. E —
Prefrontal lobe. Widespread, diffuse demyelination in white matter and cystic
cortical degeneration at latero-dorsal convexity. X 1.3. (A, E — Woelcke myelin.
B,C,D—HE)

Fig. 21. Subchronic stage. (Case 9 in Table 3). A — Substantia nigra. Highly-
-disintegrated pigmented cells, glial cell proliferation and remaining nigra cell
(arrow). X 82. B — Same area as in A. Moderate perivenous lymphocytic infiltration.
X 120. C — Two foci in frontal cortex; gliomesenchymal cell proliferation on left
and phagocytic cells laden with hemosiderin pigments on right. X 82. D — Frontal
cortex. Two circumscribed foci laden with large number of fat granule cells. X 70.
E — Lower magnification of cortical area in Fig. 20E. Sharply-demarcated, coalescent
cystic cavities in cortex. X 3.2. F — Higher magnification of foci in E. Less number
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of calcified nerve cells. X 160. G — Higher magnification of nerve cell in F (arrow).
Calcified nerve cell surrounded by giant cell of which contour of abundant
cytoplasm and one of nuclei are indicated by arrows and arrow with cross,
respectively. X 1000. (A — C, E, F, G — H.E. D — Sudan III.)

Fig. 22. Subchronic stage (Case 9 in Table 3). A — Lower magnification of dorso-
-lateral part of prefrontal lobe in Fig. 20E. Multiple, tiny, roundly-shaped foci withs
gliosis presumably originated from rarefaction necrotic foci, and coalescent gliosis
and cystic cavities in cortices predominant from gyral wall to depth of sulci. Slight
to intense, diffuse gliosis in white matter corresponding to diffuse demyelination in
Fig. 20E. Crosses indicate anterior horn of lateral ventricle. X 2.0. B — Higher
magnification of focus indicated by arrow with cross in A. Central vessel with
dilated perivascular space and granule cell accumulation, cavity formation
periadventitially and astrocytosis with coarse gliofiber proliferation marginally.

Intense edge gliosis too. X 100. C — Higher magnification of focus indicated by
arrow with dot in A. Pronounced proliferation of glio-mesenchymal elements and
granule cell accumulation centrally. X 115. D — Moderate to intense gliosis in

pulvinar thalami, Ammon’s horn and temporal white matter. Crosses indicate
artefact due to tissue softening. Dilated lateral ventricles (crosses). X 2.0. (4, B, C,
D — Holzer.)

Fig. 23. Subchronic stage (Case 9 in Table 3). A — Moderate intimal proliferation
of meningeal artery. X 83. B — Frontal cortex adjacent to A. Moderate nerve cell
disintegration with ischeemic-shrunkened remainders. X 72. C — Ring hemorrhage
in pyramidal tract of pontine basis. X 110. D — Globus pallidus. Severe nerve cell
disintegration, coarse spongy tissue disruption, glio-mesenchymal fiber proliferation
and less of granule cell mobilization. X 100. E. Medial part of caudate nucleus.
Large number of fat granule cells in parenchyma and perivascular spaces. X 86.
F. Lung. Plasmic transudation and migration of neutrophile leukocytes in alveolar
structures. X 100. A — van Gieson-elastica. B, C, D and F — H.E. E — Sudan III).

Fig. 24. Chronic stage (Case 1 in Table 4). A — Frontal-cut right hemisphere through
lateral geniculate body (LGB). Intense gliosis in anterior (A), dorsal portion of
lateral (L) and dorso-medial thalamic nuclei (DM) as well as in medullar laminae.
Ventral portion of lateral thalamus and céntro median (CM) are free from gliosis.
Intense gliosis also in Ammon’s horn and substantia nigra (arrows), and both
cortices and white matter of superior frontal gyri. Moderate to slight one of diffuse
character in cerebral white matter too. X 1.3. B — Pronounced cellular proliferation
in medullar laminae. Comparatively well-preserved nerve cells in dorso-medial
(DM) and lateral thalamic nuclei (L). X 89. C — Lower magnification of superior
frontal gyri in A. Severe cortical deterioration, particularly predomiant from gyral
wall to depth of sulci. D — Thalamic nuclei on left side. Minimal marmor-like
gliosis in medullar laminae. A; anterior thalamus DM; dorso-medial thalamus L;
lateral thalamus. (A, D — Holzer. B, C — Thionine).

Fig. 25. Chronic stage (Case 1 in Table 4). A — Lower magnification of substantia
nigra in Fig. 23A. Severest pigmented cell disintegration and glio-mesenchymal
fiber proliferation. X 84. B — Disintegration of cortical cytoarchitecture and cortical
atrophy predominant from gyral wall to depth of sulci. Diffuse cellular increase
in white matter too. X 1.8. C — Frontal cortex at depth of sulcus. Pseudolaminar
disintegration of nerve cells of recent origin in upper third later. X 65. D — Ponti-
ne nuclei. Typical retrograde change of all nerve cells. X 100. E — Higher magnifi-
cation of D. Similar to D. X 1100. F — Suggestive retrograde change of Beetz's
giant cell in parietal cortex. X 1050. (A — F — Thionine).

Fig. 26. Chronic stage (Case 2 in Table 4). A — Frontal-cut through pulvinar
thalami and midbrain. Severely-atrophic demyelinated lesions bilaterally in dorso-
-medial part of pulvinar thalami. X 1.3. B — Same area as in A. Intense gliosis
bilaterally in lesions of pulvinar thalami (PTh) in A, and slight one in other
thalamic nuclei and substantia nigra on right (arrows). CM; céntro median LGB;
lateral geniculate body RN; red nucleus CP; cerebral peduncle. X 1.3. C — Pulvinar
lesion in A. Pronounced cellular increase in parenchsyma and pseudocalcareous
impregnation to remaining nerve cells. X 89. D — Higher magnification of C. Depo-
sition of pseudocalcareous granules in cytoplasm of nerve cells. X 1100. E — Lateral
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part of substantia nigra on right in A. Severely-disintegrated pigmented cells and
pronounced focal proliferation of glial nuclei (arrows). X 86. A, C, D — Woelcke
myelin. B — Holzer. E — H.E)).

Fig. 27. Chronic stage (Case 2 in Table 4). A — Irregularshaped demyelination
particularly in dorso-medial (DM) and dorsal part of lateral thalamic nuclei (L).
A — anterior thalamus. X 2.7. B — Same area as in A. Marmor-like intense gliosis
corresponding to lesions in A. Slight one in other thalamic nuclei too. X 2.7. C —
Tumor mass (Tr) taken from left parietal region. Sharply-defined tumor surrounded
by high-grade cellular increase and perivascular cell cuffs. Compare with Fig. 28.
X 2.2. D — Inside of tumor in C. Comparatively sharply-defined tumor mass of
acinar formation consisting of homogeneously-eosinophilic, trabecular structures
and radiary-arranged, fibrocytic cells. X 100. E — Other area of tumor in A.
Aggregation of fibro-hyalinous, conspicuoulsy-thickened arterial vessel walis, irre-
gular-shaped, calcareous masses and pronounced cellular increase in parenchyma.
X 96 (A — Woelcke myelin. B — Holzer. C — E — H.E)

Fig. 28. Schematic pattern of left hemisphere with tumor frontalcut through pulvinar
thalami (Pul). Tumor mass locates subpially in inferior parietal gyrus, and is finger-
-tip in size, elastic dense, comparatively sharply-defined, surrounded externally by
clouded, thickened meninges and internally by softened parenchyma which develops
coalescent tissue deficit of artefact nature. Large, single cyst with smooth interior
surface is restricted to white matter and spread from centrum semiovale at level
of anterior commissure to occipital pole, and communicates with tissue deficit
mentioned above (arrows). CC; corpus callosum PHV; posterior horn of lateral
ventricle X Approximately 1.0.
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N. KUSANO, Y. AOYAMA, A. KAWAMURA JR., H. KAWASHIMA

THE DIAGNOSIS OF JAPANESE ENCEPHALITIS BY MEANS
OF FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUE IN AUTOPSY CASES

The Institute for Infectious Diseases The University of Tokyo

INTRODUCTION

According to the lack in pathognomonic feature, histological diagnosis
of Japanese encephalitis (JE) has encountered with difficulties unless
the virus isolated from the autopsy specimen.

When the results of clinical picture, serological reaction, histological
findings and isolation of the virus in certain epidemiological circumstance
are available and coincide, diagnosis of JE will be established. Currently,
in certain number of cases, however, the definitive diagnosis have been
so difficult and encephalitis of unknow origin or suspected JE left
many problems unsolved.

Since Coons developed fluorescent antibody technique (FAT) based
on specific antigen antibody reaction, diagnosis of viral infection has
been improved in accuracy and specificity. -

As initial trials employing this technique with mouse experimentally
infected with JE virus gave promising results (Kusano 1964), the techni-
que was further extended into materials of human autopsy to establish
the definitive diagnosis based on specific immunological reaction.

MATERIALS AND METHODS

1. Materials from human autopsy:

In 1963 and 1964, twenty eight autopsy cases of the patients diagnosed
or suspected as JE by qualified physicians in the Hospitals for Infectious
Diseases were collected. This corresponds to about 70% of the fatal cases
during the in Tokyo area. Specimens for FAT were collected from brain
cortex, thalamus, substantia nigra, pons, medulla oblongata, spinal cord
and some organs other than brain and were frozen immediately with
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N-hexan maintained in —70°C with dry ice and acetone. Impression and
smear preparations were made simultaneously with these materials.
Isolation of the virus was carried out with the specimen from cortex,
thalamus and substantia nigra by Dr. Akira Oya, Department of Viruses
and Rickettsiae, National Institute of Health, Tokyo.

2. Preparation of Labelled JE antibody:

The fluorescent antibody was prepared from convalescent serum of
a Japanese monkey subcutaneously infected with JaTH-160 strain of
JEV. The serum had a hemagglutination-inhibiting titer of 1:10% and
a neutralizing titer of 1:10%42 Ay,-fraction of the serum was labelled
with fluorescein isothiocyanate (FITC) and purified passing through
columns of Sephadex G-25 and of DEAE-cellulose, successively.

The fractions with fluorescein-protein molecular ratio of 1.0 to 2.0
were collected. The staining activity of the preparation obtained was
shown, at a dilution of up to 1:32 when tested with PS (Y-15) cell
cultures, a clonal line of porcine kidney cell line, infected with the JaTH-
-160 strain of JE virus. The conjugate was sufficiently absorbed with
acetone dried brain powder of mice, calf and human.

The specificity of the conjugated globulin was carefully examined with
PS (Y-15) cells both normal and infected with the JaTH-160 strain, and
with frozen sections of mice both normal and infected with herpes,
HVJ and JE viruses.

3. Procedure of FAT:

The specimen which had been frozen in N-hexan at —70°C was
sectioned at 2w thick Pearse SLEE cryostat at —20°C. Sections fixed on
converslips were pretreated with acetone or cold fluorocarbon at 5°C
for 5 minutes and were dried. They were reacted with labelled antibody
at 5°C for 15 hours or at 37°C for 30 minutes.

The optimal pH in this reaction of JEV was 7.75.

The impression and smear preparations were pretreated and reacted in
a similar manner.

The coverslips were rinsed three times phosphate buffer solution
(pH 7.75) and finally mounted with buffered glycerol (pH 9.0).

The preparations were observed under dark-field illumination using
a high-pressure mercury-vapor lamp, H-250 (Chiyoda Optical C., Tokyo)
as UV source with Chiyoda’s UV exciter and absorbing filters.

RESULTS

In 1963 seven cases of encephalitis were examined during a period
of three weeks from September 8 to October 2. Isolation of virus was
succeeded in only case No. 3 and No. 4 who deceased on the 4th and 3rd
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day of the disease. FAT test showed positive results in six of seven cases
including case No. 5 and No. 7 died on the 11th day of the disease. Case
No. 6 did not give any positive results in isolation of virus, in FA
staining and in histological findings. FA technique is thought to be more
sensitive and rapid method than isolation of the virus for diagnosis of
JE (Table 1).

Table 1. Results of Virus Isolation, Fluorescent Antibody Technique and Histological
Findings of Japanese Encephalitis in 28 Cases of Human Autopsy Materials

Autopsy sl Virus Hiﬁtologifzal
No. |Name| Age | Sex | Date of Death | after | . . | FAT | Diagnosis
Onset as JE
15 AL KNk O Q 1963 IX. 8 5 - - -
b R s 12" el 0 Q 15 8 — + —+
kW 72 o) 17 4 + + -+
4 e 7 ) 18 3 -+ L =
O i L Q 22 11 — + +
6. |E.A. |58 o) 28 10 — + -
7 N e Q X2 11 — + +
L R ) o) 1964 VIIL. 25 7 — — -
oo | B 28 Q 27 4 - — —
10 R.T, 19 @) 29 9 2 0 Ed
b RGBT Q VIIL 12 9 — — -
12 RIS | 8a e 16 7 o 4 +
18 N80 Q 17 6 La -+ 4
14 s (K81 1 Q 17 8 Ay — —
s S s e (T o) 37 7 4 + +
16 'S e o) 19 4 it + +
AT S el 28 @) 19 8 .= -+ -+
18 S:H. | .33 Q 26 4 oy & 4
19 "IN YT Q 26 f il + +
20 |H.U.| 30 e) 27 8 i — —
21 Y28 Q 28 6 o - -
22 Y 1 @) 28 7 Pl L 4
23, s 11134 @) 30 13 wL e —
O b A G| T S IX. 2 5 e 4 4
25 |(R.L | 24 @) 3 7 Oy — —
26 |O.N. 2 Q not done| — —
21 - | ELO: {12 Q 9 9 pik S oK
28 |cu.| 23 e} 14 11 — + +
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In 1964, 21 cases of clinically diagnosed or suspected to be JE were
examined. JE virus was isolated in 5 cases who died within 7 days after
the onset of the disease. FAT gave positive results in 11 cases including
one case No. 28, died on the 11th day of the disease. Histological picture
of these 11 cases showed characteristic change of JE. In case No. 22,
isolation of the virus and FAT result remained negative, but the
histological changes of paraffin sections taken from other parts of brain
were supposed to have more characteristic feature for JE, as compared
with those in cryostat section for FAT (Table 1).

Every case of which the virus was isolated, gave positive results in
FAT and in histological picture. In most of ten cases, which showed
neither FA staining nor characteristic histological features of JE, dege-
neration of nerve cells and slight degree of proliferation of glial cells
were observed. Diagnosis of these cases could not be decided and left
many problems unsolved.

Histological changes observed in FA positive cases would be
characterized as degeneration of nerve cells, perivascular cell cuffs,
glial nodules and focal rarefied necrotic foci. These characteristic
changes were observed in cerebrum, diencephalon, cerebellum and brain
stem and were prominent in cerebral cortex, in thalamus and in sub-
stantia nigra.

FA positive cells could be observed in the regions described above,
but in most cases mainly in thalamus and in substantia nigra. In early
stage, as in case No. 3, 4, 16 and 18, FA positive cells were observed
also in brain cortex.

All these cells were nerve cells. Their cytoplasma were stained positive
while the nuclei remained negative as in the case of PS cells cultured
and infected in vitro or of mouse nerve cells infected with JE virus
in vivo.

Specific fluorescence was observed as yellowish green fine granules
dispersed in cytoplasma and in many cases homogeneous materials
without granularity were observed. Perinuclear area did not show
peculiar staining. In some cases only fibrous dendrites were stained and
the other parts of cells were not stained at all. In such cases too,
homogeneous or fine granular fluorescence was observed in contrast to
the findings in rabies, measles or mumps in which large droplets were
observed.

As compared with the results observed in the mice, number of FA
positive cells and intensity of fluorescence were much less than those in
the human materials. Autofluorescent granules of yellowish brown
colour were often contaminated in cytoplasma of human nerve cells in
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which specific staining of yellow green colour were observed. In such
cases, these two fluorescences could be easily differenciated in general
based on the exited colour, however in a few cases in which small
amount of specific fluorescence was intermingled with strong auto-
fluorescence, some difficulties arose.

In case No. 16 and 18 which did show intense changes in histological
picture, scattered debris of distrupted nerve cells were stained positive
by FA.

Cells in perivascular cuff and glial nodule, choroid plexus, menigeal
cells, ependymal cells, and endothel of capillary remained negative by
FA staining in all cases.

In case No. 27, hemorrhagic necrotizing encephalitis was observed in
bilateral temporal area, and encephalitis due to herpes simplex virus
was first suspected. In this case however, FA positive cells for JE were
observed in necrotic temporal area and in thalamus while staining with
FA specific for herpex simplex virus remained negative.

FA staining with impression material gave the coinciding results as
observed in frozen section, except in case No. 18 in which the nerve cells
did not impressed well on the slide glass due to technical failure.

No positive staining were observed in organs other than brain.

Staining of cells taken from spinal fluid with FA to JE remained
negative in all of several cases examined.

DISCUSION

1. Relatively few cases have been reported with human autopsy
materials of virus infection stained by FAT in contrast to the reports
with that of experimental viral infection employing FAT. Concerning
viral encephalitis, the presence of viral antigen in the brain of autopsy
case has not been described, except for report on herpetic encephalitis
by Sabin et al. (1961).

One of the reasons of the poor staining of brain with FAT would be
due to the presence of non specific fluorescence in materials. Employing
FITC-conjugated v,-fraction prepared from antiserum with high potency,
non specific fluorescence was eliminated efficiently. Pretreatment of the
nervous tissue with fluorocarbon further contributed in elimination of
non specific fluorescence and in improvement of the staining results. Pre-
liminary determination of optimal pH, temperature and time for the
reaction increased the sensitivy of FAT in this system.

2. Results with FAT coincide well with those of histological findings.
In one preparation of case No. 22, the presence of antigen was not shown
by FAT and no histological changes were observed by frozen section.
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In this case, however, the paraffin section of the different locus showed
a characteristic histological changes of Japanese encephalitis.

3. Observation on encephalitis induced in adult and suckling mice by
infection with JE virus intraperitoneally and intracerebrally was repor-
ted by us (1964). At the onset of disease (8 — 10th day by intraperito-
neally and 3rd day by intracerebrally), about 70% of the nerve cells in
the brain cortex and brain stem showed strong fluorescent staining in
cytoplasma. Much less staining was observed in cerebellum. No staining
was observed in glial cells, meninglial cells, ependymal cells or cells in
choroid plexus and perivascular cuff. In human cases, virus antigen was
observed exclusively in nerve cell by FAT as in the mice, however,
number of cells showing positive staining was much less than in the
mice. By fluorescent staining, intense and discrete granules were
observed in the mice. In human cases dim and diffuse materials were
observed and these FAT positive cells were more frequently observed
in thalamus or substantia nigra than in brain cortex.

These differences could be due to the more prolonged course of the
disease in human post mortem case than that of mice. Positive FA stain-
ing in cortex was observed in the cases died in early stage of the disease.
In prolonged cases, histopathological changes were observed in brain
cortex irrespective of the absence of FAT positive cells. These observa-
tions suggest a possibility that in human cases the virus multiplies in
nerve cells of brain cortex in early stage and diminish thereafter.

Usually the mice died one to two day after the onset of symptoms, but
in rare cases, some of the mice which had been challenged intraperito-
neally with a small dosis of the virus survived after manifestation of the
encephalitis symptoms. In such mice, sacrificed five to seven days after
the onset of the diseases, number of FAT positive cells were much less
and FAT positive materials were left longer in the dendrites than in the
cytoplasma of nerve cells. These observations showed similarity to that
of human cases.

4. Neither isolation of virus nor FAT staining gave positive result in
No. 8, 9, 10, 11, 14, 20, 23, 25 and 26. Histological findings also suggest
a possibility that these cases are encephalitis other than JE. This would
be assumed from epidemiological survey carried out by Dr. A. Oya, too.
At the end to July, Jé virus was first isolated from mosquito and on
August 3, abrupt increase in antibody titer of pigs was recognized in
Tokyo area.

As these cases preceded the initial sign of JE epizootics, JE virus would
be excluded as the genesis of these cases of encephalitis.
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5. In the cases of JE, virus antigen could not be detected in meningeal
cells, ependymal cells or cells in choroid plexus in the infected mice or
in autopsy materials of human. Therefore a possibility that cells in spi-
nal fluid show positive FA staining with labelled JE antibody is not to
be foreseen. On the contrary, in cases of experimental infection with
Coxsackie B-5 or mumps virus, ependymal cells did show positive FA
staining at high ratio. In the latter cases, diagnosis by means of FA
staining of cells taken from spinal fluid would be expected to be far
more possible. s

6. In 1964, mortality cases of young adults in the twenties were pre-
dominant in contrast to the epidemic in 1963 in which the mortality ratio
was much less. Seventy percent of FAT positive cases in 1964 were the
people who moved from Tohoku area where incidence of JE have been
rare into Tokyo area after 1962. Except one case (No. 27), they did not
receive vaccination of JE.

N. Kusano, Y. Aoyama, A. Kawamura jr., H. Kawashima

DIAGNOSTYKA JAPONSKIEGO ZAPALENIA MOZGU NA MATERIALE
AUTOPSYJNYM PRZY POMOCY TECHNIKI IMMUNOFLUORESCENCYJNEJ

Streszczenie

Antygenowe cechy wirusa japonskiego zapalenia mézgu zostaly stwierdzone
w moézgach myszy w naszych badaniach do§wiadczalnych nad japonskim zapale-
niem mézgu u myszy, prowadzonych przy pomocy techniki immunofluorescen-
cyjnej.

W oparciu o powyzsze dane, zastosowano te samg technike do badania mézgéw
chorych, u ktérych rozpoznawano klinicznie lub podejrzewano japonskie zapalenie
moézgu, a ktérzy zmarli w okresie epidemii, jakie mialy miejsce w okolicach Tokyo
w latach 1963 (7 przypadkéw) i 1964 (21 przypadkow).

Mrozone skrawki Kkriostatowe, pobrane z kory moézgu, mostu i istoty czarnej
inkubowano bezposrednio w znakowanej surowicy. Otrzymane wyniki konfronto-
wano z danymi klinicznymi, wirusologicznymi, serologicznymi i histologicznymi.

We wszystkich przypadkach z niewatpliwym rozpoznaniem japonskiego zapale-
nie moézgu, uzyskano fluorescencje w komérkach nerwowych moézgu.

Fluorescencja byia dodatnia w przypadkach do 11 dnia choroby, podczas gdy izo-
lacja wirusa byla mozliwa jedynie do 8 dnia choroby.

Barwienie uci$nietyck preparatéw oraz rozmazéw tkankowych dato wyniki iden-
tyczne jak barwienie skrawkéw mrozonych.

Technika immunofluorescencyjna moze by¢ uzywana jako wygodna i pewna
metoda po$miertnego rozpoznawania japonskiego zapalenia mézgu.

Prace nad wykryciem antygenu wirusa japonskiego zapalenia mézgu w komor-
kach plynu mézgowo-rdzeniowego przy pomocy techniki immunofluorescencyjnej,
jak dotychczas, nie daly pozytywnych wynikéw.

http://rcin.org.pl



456 N. Kusano et al

H. Kycano, Y. Aoitama, A. KaBamypa miu., X. Kasaumma

IVIATHOCTUKA AIIOHCKOI'O SHIED®AJUTA HA CEKILIMOHHOM MATEPMAIJIE
C MCIIOJIB3OBAHMEM JMMMYHO®JYOPECIEHIIUU

CoxnepxaHue

AHTUTeHHble TIPM3HAKM BUPYyca HAMNOHCKOro SHuedannta OBLIM onpeaeseHbl Ha
MO3rax MbIleil B JMICCHEAOBaHMAX aBTOPOB HAJ AMNOHCKMM SHIEMAJIMTOM Y MbIILE,
TIPOBOAMMBIX € JMCHOJb30BaHMEM VMMYHOMIYOPECLeHIIMOHHOM TEeXHUKMN.

Ha ocHoBaumM BbIlleyKa3aHMbIX JaHHBIX JMMMYHOMIYyODPECHEHLMOHHAA TeXHMKA
ObLTa ¥MCMONB30BaHA NPU UCCAEAOBAHMY MO3TOB OONBHBIX, Y KOTOPBIX KJIMHUYECKN
AMardHocTMpoBany Jambo IMoAo3peBady AMNOHCKMII 3HUedaJ uT, M KOTOpble yMepJu OT
sImaeMuy, MMeroler Mecto B paiioHe Tokmo B 1963 r. (7 cayyaeB) um B 1964 rony
(21 caywqain).

3aMOpOXKeHHble KPHMOCTATHbIE CPe3bl, B3AThIE M3 KOPbI TIOJIOBHOTO MO3ra, MOCTa
¥ YEepHOro BelllecTBa WMHKYOMPOBANIUCh HEIIOCPEACTBEHHO B MEYEHHOM ChIBOPOTKE.
ITony4eHHbIe pe3yJbTaThl CONOCTABJIANMCH C KJIUMHUYECKUMMU, BUPYCOJOTMUECKUMIU,
CepPOJIOTUYECKMMM ¥ TIMCTOJOIMYECKUMM AaHHBIMU.

Bo Bcex caydasaX ¢ HECOMHEHHBIM AMarHO30M AINOHCKOTO SHUedanura GblIa Mmoy-
yeHa (IyopecLeHIMA B HEPBHBIX KJjeTKaxX Mo3ra. PiayopecueHuus Oblia IOJOXKI-
TeJbHO! B cay4dae Ao 1l1-ro aHa Oosie3HM, B TO BpeMs KaK M30JALMUA BuUpyca ObLia
BO3MOZKHOJ TOJBKO A0 8-ro aHA GOJNIe3HM.

Pe3ynbTaT OKpacKyu IpernapaToB M TKaHEBBIX Ma3KOB ObLI MAEHTUYHBIA C 3aMOPO-
JKeHHBIMM CpPe3aMu.

VIMMyHOMIIyOPEeCeHIIMOHHAA TeXHMKa MOIKeT ObIThb MCHOJb30BaHa Kak YHI0OHBIN
M HaAEeXKHbII METOJ A CeKLMOHHOM AMArHOCTUKM AMNOHCKOro SHIedammra.

VccnenoBanmusa HajA ONpeAeNeHMEeM aHTUTeHa BuUpyca HAMNOHCKOro sHiedannra
B KJeTKaxX CIMHHOMO3IOBOJ KMAKOCTM C TIOCOLIBI0 MMMYHOJIyOpecLueHuuu a0 Ha-
CTOAILIETO BPEeMEHM He Jaay OXUAaeMbIX Pe3yJbTaToB.
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Fig. 1. PS (Y-15) cells infected with the JaTH-160 strain of JEV (moi 100). Nine
hours after infection, specific fluorescence appeares in perinuclear region and ex-
pands in cytoplasma thereafter. Note the absence of antigen in nuclei. (direct FAT)

Fig. 2. Hippocampus of mouse infected with the JaTH-160 strain intraperitoneally

seven days prior. In this area, over 80 percent of all neurons showed JE specific

fluorescence in their cytoplasma. Note the absence of antigen in cells of choroid
plexus and ependium (upper right).



Fig. 3. Neurons of anterior horn in lumbar cord of monkey infected with JaTH-160.
ten days after infection intracerebrally. (direct FAT).

Fig. 4. Neurons of human autopsy case No. 19 who died on 7th day of disease,

however JE virus could not be isolated from brain materials. Note dim and diffuse

fluorescent material in cytoplasma. Bright and intense granules in this picture are
all autofluorescence in colour of orange, and not specific ones (direct FAT).
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S. OYANAGI

AN ELECTRON MICROSCOPIC STUDY ON THE FINE STRUCTURES
OF CEREBRAL CORTEX IN THE MICE INFECTED WITH JAPANESE
ENCEPHALITIS VIRUS

Department of Psychiatry, Niigata University School of Medicine, Niigata, Japan.
Department of Anatomy, Niigata University School of Medicine, Niigata, Japan.

It is well-known that Japanese encephalitis comprises one of the severe
viral encephalitides in Japan. However, the kinds of cellular elements of
organism in where Japanese encephalitis virus (J. E. V.) can replicate have
never been clarified as yet. So far, this has lead to a little confusion in
an interpretation of histopathological features of the disease with routine
examinations such as glial nodules, perivascular cell cuffs, neuronopha-
gies, rarefaction necrotic foci etc. In this regard, the electron microscopic
observations on the mice brains infected with J.E.V. have been carried
out in order to have a well-under-standing of etiopathogenesis of the
disease.

MATERIAL AND METHOD

The brain of a mouse at the terminal stage infected with the Nakayama
strain of J.E.V. was taken out aseptically and emulsified in physiological
saline, and its 0.02cc was inoculated into the frontal lobe of the adult
mice of the H-strain weighing 15—20 grams. The LDs, was determined
by inoculating the serial ten-times dilution of the original emulsion and,
thus, ranged 106 — 10-8/0.02cc. Consequently, the latter mice became
sluggish on the 2nd day after inoculation. On the 3rd day, the encephali-
tic involvements such as hair-rizing and croughing posture became pro-
nounced and followed by excitement, convulsion and paralysis of the
limbs, and the animals died, as a rule, 4 or 5 days after inoculation. The
material for electron microscopy was obtained from the cerebral cortex
of parietal lobe at each time interval of 24, 48, 72 and 96 hours after ino-
culation. The observations were particularly oriented to nerve cells, glial
cells and capillary endothels.
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Two series of the controls were examined; healthy mice brains those
of mice which were inoculated with 0.02cc of a healthy mouse brain
emulsion without J.E.V., could survive without encephalitic involvements,
and sacrificed at 72 hours after inoculation.

The cerebral cortices were removed as quickly as possible, cut into
approximately 1 mm? pieces, and fixed in ice-cold 2% OsO4 buffered at
pH 7.3 according to Millonig method (1961, 1962).They were dehydrated
for a comparatively short time in a series of graded ethanol, embedded
in epon epoxy resin (Luft. 1961), cut with glass knive on a Porter-Blum
microtome, stained with lead hydroxyide and observed with Hitachi
HS-T7 electron microscope.

RESULTS

As far as the present observation is concerned, the characteristic fin-
dings which are closely related to a replication of Japanese encephalitis
viruses have been only noted in nerve cells at each 72 and 96 hours after
inoculation, but not in glial cells and capillary endothels.

At 24 hours after inoculation, there was no noticable change in their
nuclei and cytoplasmic organelles, such as Golgi apparatus, mitochondria,
endoplasmic reticulum (e.r.) etc. At 48 hours after inoculation, the vesi-
cles in Golgi apparatus of certain neurones were conspicuously increased,
while other organelles remained normal.

After 72 hours after inoculation, approximately 70—80% of nerve cells
represented the remarkable changes in their cytoplasm and the latter
were summarized as follows; the vesicles within and around the Golgi
apparatus, which had already been increased at 48 hours-stage, became
more increased; the spherial electron dense particles ranging 38 mp to
45 mp in diameter — most of them showing 40 mu in diameter — be-
came manifested in varying number in those Golgi vesicles and vacuo-
les as well as the rough-surfaced e.r. (Fig. 1). Those particles were also
characterized by the inner structures consisting of a central core with
high electron density, 25 mu to 30 mu in diameter, and an outer zone with
lower density surrounding the former core (Fig. 2). Some particles occa-
sionally showed a thin limiting membrane detectable with a high-power
magnification; those particles were enclosed in both the smooth — and
rough — surfaced e.r. throughout the cytoplasm. They were mainly
confined to the Golgi vesicles and vacuoles in the parinuclear region,
while less in number in the e.r. of peripheral cytoplasm.

A relationship of those particles mentioned above to the e.r. is sum-
marized in the following patterns:
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1. The particles enclosed by the granular e.r. were less in number, i.e.,
one to several and showed no regularity in their arrangement;

2. The particles in the agranular e.r. were further classified into the
following three subtypes: a) the particles in the large vacuoles showed no
regularity in their arragement; b) the particles in the agranular e.r. of
tubular form were arranged in a row form at equal distance and, as a rule
three to five, the maximum being eighteen, representing an appearance
of horse beans in sheath; c) one particle in one vesicle was mainly found
in Golgi apparatus, while a part of Golgi vacuole containing many parti-
cles projected to the cytoplasmic matrix with single particle, showing
a profile as if a vesicle containing single particle was formed from Golgi
vacuole.

In all cases, one portion of the membrane of vesicles containing seve-
ral particles was sectioned as if the content of vesicles was continuous
into the cytoplasmic matrix.

A number of vesicles without the particles mentioned above occasio-
nally aggregated together and certain of them seemed to connect with
e.r. Besides, a few membranaceous structures of ringlike profiles of dif-
ferent diameters were contained in some e.r., and represented an ap-
pearance of the multivesicular body (Fig. 3). The well-developed e.r.
characteristic for neurones tend to be diminished, and the nuclei became
not infrequently polymorphus and slightly shrunken, but never con-
tained those particles as seen in e.r.

At 96 hours after inoculation, the cytoplasm of nerve cells became en-
tirely occupied with many vesicles and vacuoles inwhere the particles
mentioned above, though reduced in number, were still abundant. A
great majority of them in the e.r. were found in a form of types 1 and 2a-
mentioned above. Although the particles were observed mainly in the
perinuclear Golgi vesicles and vacuoles at 72 hours-stage, those at 96
hours-stage were, more or less, widespread in the vesicles and vacuoles
dispersed throughout the entire cytoplasm. The rough-surfaced e.r. were
extremely diminished in number, the mitochondrias were swollen, and
the profiles resembling the multivesicular body were more increased in
number. The irregularly-defined nuclei were shrunken.

The characteristic particles mentioned above have never been obser-
ved in the neuronal cells of the two control series, although an increase
of the Golgi vacuoles of neuronal cytoplasm developed in the control
brains at 72 hours after inoculation with the normal mouse brain
emulsion without J.E.V. The profiles resembling the multivesicular
body could not be detected (Fig. 4).
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DISCUSSION AND CONCLUSION

Friedlaender (1955) emphasized the following three points as the cri-
teria for identification of viral particles under an electron microscope.

1. Particles should show consistent size and shape, and consistent
substructures when present, characterizing each particular virus.

2. They should appear in large numbers in infected cells, but should
not be present in appropriate controls.

3. Under conditons of fixation with osmic acid, the particles should
show an excessive electron density as compared with other cytoplasmic
particles of similar size. Further, Higashi (1964) added another criterion
in which viral particles should always appear after a consistent period
of time after inoculation.

The particles observed here, on the other hand, were confined exclu-
sively to nerve cells at 72 and 96 hours after J.E.V. inoculation, while
never found in glial cells and capillary endothels as well as at 24 and 48
hours after inoculation. They were visualized only in the rough- and
smooth — surfaced e.r., while never in the nuclei and the cytoplasmic
matrix. They were consistent in shape and size, and a majority of them
showed electron dense spheres of 40 mun in diameter, through varying
from 38 mu to 45 mp. The particles in question represented the inner sub-
structures consisting of a central core with high electron density, 25 mw
to 30 mp in diameter, suggesting a presence of nucleoid of nucleic acid
nature and a narrow outer zone of viroplasm presumably of viral pro-
tein. All characteristics of the particles mentioned above correspond well
with those criteria for identification of viral particles claimed by Fried-
laender and Higashi.

Higashi et al. (1963) infected the cultured PS cells with the Mukai
strain of J.E.V., and observed the particles, 38 mun in diameter, which
consisted of a central dense nucleoid, 25 mu in diameter, less dense vitro-
plasm around the latter, and an outermost limiting membrane. The par-
ticles were resticted to the vesicles and the matrix area derived from
matrix substance. Ota (1964) also observed the similar particles in the
cytoplasmic vacuoles of the cultured PS cells infected with the Mukai
strain of J.E.V. They were 32mun to 40 mp in diameter, and comprized
the dense central nucleoid with 25 mu in diameter. The characteristics of
the particles in the cultured cells mentioned above correspond well with
those of the author’s observation.

According to Morgan et al. (1961), the virus of Western equine ence-
phalitis in tissue cultured cells was 45 mp in diameter with the central
core of 30 mp in diameter, while Mussgay and Weibel (1962) stated that
the virus of Venezuelan equine encephalitis in stated that J.E.V. partic-~
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les were formed by budding from the wall of cytoplasmic vacuoles loca-
ted near the central region of PS cells. Whereas, it is commonly accepted
that a cellular protein syntheisis goes on the rough-surfaced e.r. So far,
it may be assumed that viral protein synthesis occurs there, is carried
out to Golgi vesicles and vacuoles, and, after being connected with nu-
cleic acid in some way, represents the figures of those particles as obser-
ved under an electron microscope.

At 96 hours after inoculation, when the mice are going to die, the
major portion of the cytoplasm were filled with vesicles and vacuoles,
and the multivesicular body-like ring profiles which may be considered
to be a new structure related to J.E.V. infection and identical with the
honey-comb structure by Ota (1964) were also conspicuously increased.
The latter origin, however, is unknown. Besides, the rough-surfaced e.r.
were more and more increased, the mitochondrias with a decreased
density of their matrix were swollen, and the nuclei became irregular
and shrunken. All these changes may correspond with a degenerative or
necrotic process of neuronal cells under a light microscope. It is true
that J.E.V. invade neurones, replicate in their cytoplasm and can be
released from them. However, a relationship of those findings under an
electron microscope, such as glial nodules, neuronophagias, perivascular
cell cuffs, rarefaction necrotic foci etc., remains to the future.

S. Oyanagi

BADANIA ELEKTRONOWO-MIKROSKOPOWE ULTRASTRUKTURY KORY
MOZGU U MYSZY ZAKAZONYCH 0WIRUSEM JAPONSKIEGO ZAPALENIA
MOZGU

Streszczenie

Badania przeprowadzono na dorostych myszach szczepu H, wagi 15 — 20
graméw., Wirus japonskiego zapalenia moézgu w dawce 10— — 10—%/0,02 ml byt
wstrzykiwany w’ okolice ptata czolowego. Do badania mikroskopowego pobierano
material z kory ciemieniowej w 24, 48, 72 i 96 godzin po iniekcji zawiesiny wirusa.
Kontrolne badania przeprowadzono na mézgach myszy zdrowych, oraz na myszach,
ktérym wstrzyknieto 0,02 ml zawiesiny tkanki mézgowej bez wirusa i zabito 72
godz. po iniekcji. Material badany przeprowadzono wediug metody Milloniga,
zatapiajgc w eponie. Skrawki ogladano w mikroskopie elektronowym Hitachi HS-T.

Czasteczki odpowiadajgce ultrastrukturze wirusa zaobserwowano po raz pierw-
szy w komoérkach nerwowych w 72 godz. po zakazeniu. Wirusa nigdy nie widziano
w komorkach glejowych i §rédblonku naczyn. W neurocytach myszy, ktore zyly
24 godz. po zabiegu, nie stwierdzono zadnych zmian. Po 48 godz. od chwili zakaze-
nia zaobserwowano znaczny wzrost pecherzykéw aparatu Golgiego. W 72 godziny
po iniekeji wirusa okolo 70 — 80% komoérek nerwowych wykazywalo zmiany.
Charakteryzowaly sie one jeszcze wigkszym namnozeniem pecherzykéw w obrebie
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i dookola aparatu Golgiego. W obrebie pecherzykéw aparatu Golgiego, w wakuo-
lach oraz w ziarnistej (rough surface e.r.) wewnatrzcytoplazmatycznej siateczce
pojawily sie sferyczne elektrono zageszczone czasteczki o S$rednicy 38—45 mp.
Czagsteczki te mialy elektrono zageszczone centrum o $rednicy 25—30 mpu, oraz
o mniejszym elektronowo optycznym zageszczeniu halo. W 96 godz. po zakazeniu
cytoplazme komoérek nerwowych prawie w caloSci wypelnialy liczne pecherzyki
i wakuole zawierajgce czasteczki o opisanej powyzej ultrastrukturze. Nigdy
tych czasteczek nie obserwowano w jadrze komérkowym, lub komérkach lezgcych
luzno w cytoplazmie (cytoplazmie matrix).

Opisane przez autora czgsteczki odpowiadaja tym kryteriom, ktére wediug
Friedlaendera i Higashi sg konieczne do identyfikacji wirusa w mikroskopie
elektronowym.

C. Onanaru

BJIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKUE VJIBTPACTPYKTYPBI
MO3roBOJI KOPBEI ¥ MBIIIEV MH®EIMPOBAHHBIX BMPYCOM
AIIOHCKOI'O SHIE®AJIUTA

CoxnepxaHue

VccnenoBauusa NPOBOAMINMCHE Ha B3POCABIX Mbllax mramma H, Becom 15—20 rpam-
MoB. Bupyc samoHckRoro 9Hnedaaura zxosoir 10-—10-8/0,02 Mma BBoguaum B obyacTb
Jo6HOM moau. s MMKPOCKONMYECKOro McClefoBaHMA Opanm MaTepmaa u3 Tapue-
TaJbHOM KOpPbI B 24, 48, 72, 96 uwacoB mocje BBEACHMUA BUPYCHOI SMynabcun. KoH-
TPOJbHbIE MCCIEAOBAHMA NPOBOAMJNMCH Ha MO3raxX 3A0POBBLIX MbIlIell, ¥ MbIIIei, KO-
TopbiM BBOAMuM 0,02 Ma1 MO3roBOi B3Becu 6e3 Bupyca, yMepUIBJIAAEeMbIX depe3 72 daca
nocyie uHBERUMM. JViccienoBaHHBIA MaTepuas obpadaresiBajica mo meroxy MmuiaTonura,
¢ TIOTpyzKeHueM B 9moHe. IlpenapaTshl MCCHEA0BalIUCh B 9SJIEKTPOHHOM MMKPOCKOIIe
Xnramm HS-T.

OJIeMEeHTBI, COOTBETCTBYIOILLME YJIbTPAacTPYKType Bupyca BIepBble OblIM OTMe-
yeHb! yepe3 72 waca mocae mHberuun. Bupyc He HabaoAaldcA B IVIaBHBIX KJeTKax
M B 9HJAOTEeAME COCyAoB. B Helpoumrax Mbllllei, KOTOpble NPOXKMIM 24 Yaca He
o0HApPYRUIM HUMKAaKUX M3MeHeHuir. B 48 wacoB ¢ MoMmeHTa MH@EKLMM HabIIOAaNIOCh
3HAYUTEJIbHOE ITOBBIIeHMEe Ny3bIPbKOB anmnapara loaaxu. B 72 yaca — wu3MeHeHUsA
Habmopaancs B 70—80% HepBHBIX KiaeToK. OHM XapaKTepu30BaJMuCh ele OOoJbIIUM
KOJIMYECTBOM ITy3bIPKOB B anmapare I'oJazKmu M BOKPYr Hero. B my3bIpbKax amnmapara
Tonpzkyu, B BaKyoJasaX M B 3epHucToi (rough surface e.r.) BHyTPUMUMTOIJIa3MaTU4YECKOM
ceTy MOoABIAMUCE chepuyecKnue 3JeKTPOHO-KOHLEHTPUMPOBAHHbIE YacCTUILI AMaMeTPOM
B 38—45 mu. ITocoenHne XapakKTepM30BaJdMUCh 9JIEKTPOHO-KOHIIEHTPUMPOBAHHBIM LIEHTPOM
anaMeTpoM B 25—30 Mpu M MEHILEei 3JIEKTPOHO-ONTUYECKO) KOHIleHTpaumei ajno. B 96
YacoB Iocjie MH(MEeKUMM LUTOIJIa3Ma HEPBHBIX KJIETOB ITOYTHM LIEJMKOM HallOJHAJAaCch
MHOTOYMCJIEHHBIMM IIy3bIPbKaMM ¥ BaKyoJaMM, CcOAepKalMMM 4YacTULbl € BbIIIe-
DPUBEEHHON yabTpacTpyKTypoii. Ilocnennme HMKOraa He HabaOAaNuch B KIYTOYHOM
sApe, PaBHO KaK He pacroJiarajuchk CBOOOZHO B LMTOILIa3Me KJeToK (cytoplasmic
matrix).

OnmcaHHbIe YacTULBLI COOTBETCTBYIOT TE€M KPUTEPUSM, KOTopble no PpuanaHpepy
u Xuramm HeoOXOAMMBI AJA MAEHTUMMKaLMM BuUpyca B 3JeKTPOHHOM MMKPOCKOIE.
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Fig. 1. Golgi apparatus of cortical nerve cell at 72 hours after inoculation.
J.E.V, particles are indicated by arrows. X 55 000,

-

~ Fig. 2. A p;)rtiofl' of {I{é"éytoplasm of c'orticalﬁherve cell at 72 hours after inocula-
tion. Remark the inner substructures of J.E.V. particles (arrows); X 110 000.



Fig. 3. Cortical nerve ‘cell at 96 hours after inoculation. Vesiculation and
vacuolisation of the cytoplasm are ‘noticable. J.E.V. particles (arrow); M —
multivesicular body-like structure. N — nucleus. X 25 000.

Fig. 4. Cortical nerve cell of the control. Vesicles are, more or less, increased,
while J.E.V. particles as seen in Figs. 1, 2 and 3 are absent. N — nuleus. X 26 000.
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