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Die elektronenoptische Darstellung der kleinsten pathogenen Virusarten von
Menschen und Tieren ist dadurch besonders erschwert, dafl im Gewebe gewohn-
lich verschiedene makromolekulare Komponenten gefunden werden, die in
GroBle und Form diesen Virusarten dhneln und dadurch eine richtige Inter-
pretation der Bilder erschweren.

Daher wurde eine elektronenoptische Darstellung der Viren der menschlichen
und tierischen Poliomyelitiden nur selten publiziert. Das Virus der Schweine-
lihmung 1st — soweit uns bekannt — noch nicht dargestellt worden.

Von den verwandten Virusarten demonstrierten Gollan und Marvin (1)
das Virus der Mausepoliomyelitis Stamm MM. Es wurde in einer langfristigen
Prozedur hauptsichlich durch Alkoholprizipitation bearbeitet. Die Virusteil-
chen waren sphérisch und leicht asymmetrisch und hatten einen Durchmesser
von 12—20 my.

Sven Gard und Tiselius (2) veriffentlichten im Jahre 1942 elektronen-
optische Bilder, die das Theiler-Virus der Miuselihmung als diinne, 15 mu
breite und 580—2150 my lange Fiden — je nachdem, ob das Material aus dem
Gehirn oder aus dem Stuhl stammt —in Form von Asten und Netzen darstellen.
Wyckoff nimmt an, daB diese Fiiden bakterielle Geileln sind. Ahnliche Fiden
wurden von den genemnten Autoren auch aus dem Stuhle gesunder weiller Rat-
ten, Miduse und Menschen isoliert. Spiter stellte Gard (3) auch bel mensch-
llchen Poliomyelitiden @hnliche Bilder fest.

Im Jahre 1946 fanden Loring, Marton und Schwerdt (4) in Miuse-
gehirnen das Virus der Kinderlihmung Stamm Lansing als sphérische Partikel
mit einem Durchmesser von 12--34 myu, also von recht verschiedener Grofle.
Kausche (5) gibt im Jahre 1948 fiir den Lansingstamm ebenfalls sphiirische
Teilchen an. 2 Jahre spiter erzielten Reagan, Schenek und Briickner (6)
elektronenoptische Bilder des Brunhilde- Stdmmes der Kinderlihmung aus
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einer zunichst filtrierten und dann lange Zeit bei 50000 U/min zentrifugierten
Affenriickenmarksuspension. Die 20—50 mu groBen, leicht sphérischen und
asymmetrischen Teilchen waren dem Lansingstamme dhnlich. Einige Faden-
formen wurden auch gefunden.

Im Jahre 1951 publizierten dieselben Autoren (7) Abbildungen, die den
Stamm Leon in Form von kleinen, 12—15 my breiten und etwa 30 my langen
Stdabchen darstellen. |

Viel besser sind Purifikation und elektronenoptische Darstellung etwas
grofBerer Virusarten gelungen, zum Beispiel die der Erreger der ostlichen und
westhchen Pferdeencephalomyehﬁs Es wurden runde oder ovoide, ziemlich
uniforme Partikel mit einem Durchmesser von etwa 40 my gefunden

Die Purifikationsmethodik, die wir zur endgiiltigen Darstellung des Virus
der Schweinelihmung benutzten, ist eine Kombination einiger Remnigungs-
methoden, die wir systematisch seit dem Jahre 1949 durchgearbeitet haben.

In unseren systematischen Studien der biologischen und 1mmun010glschen
Elgenschaften des Virus der Teschener Schweinelihmung (8, 9, 10) haben wir
eine Reihe von Eigenschaften dieses Virus festgestellt, deren Aufklarung Vor-
aussetzung unserer kombinierten Methodik wurde, und zwar war es vor allem
die Feststellung einer fast absoluten Atherresmtenz des Virus [siehe auch Sven
Gard (11)], weiter die grole Toleranz gegen niedrige p,-Werte, bei denen sich
das Virus prizipitieren 1a3t, die Fahigkeit der Elution des Virus bei alkalischer
Reaktion. AuBBerdem wurden die Moglichkeiten der Prazipitation durch Methyl-
alkohol und die der Elution des Prizipitats in destilliertem Wasser untersucht
und endlich auch die gute Resistenz gegen wiederholtes Gefrieren und Auf-
tauen.

Methodik: Das Riickenmark eines intrazerebral infizierten, zu Beginn der para-
lytischen Symptome, also in dem Stadium, in dem nach unseren Feststellungen das
Maximum an Virus vorhanden ist (8), getéteten Schweines wurde in einer gekiihlten
Turmixapparatur bei 12000 U/min in eine 20% ige Suspension gebracht und tiber Nacht
bei — 60°C in einer Menge von 200 ccm autbewahrt.

Am néchsten Tage wurde die Suspension 5mal aufgetaut und wieder gefroren und
dann bei 3000 U/min abzentrifugiert. Aus dem Uberstehenden wurden die Lipoide
durch Behandlung mit der gleichen Menge Ather entfernt und dann 30 Minuten bei
3000 U/min zentrifugiert. Die fliissige Atherschicht sowie die feste hpmde Schicht
wurden verworfen, die wisserige Phase im Vakuum dedtherisiert und im Kiihl-
schrank bei — 60°C iiber Nacht aufbewahrt. Das durch Zentrifugation bei 3000 U/min
am folgenden Tag entstandene Sediment wurde verworfen, der Uberstand einer sauren
Prizipitation in der Weise unterworfen, dafl das pyg mittels 1 Mol Essigsdure auf 4
gebracht wurde. Das Gemisch wurde im Kiihlschrank bei 4° C 30 Minuten lang aut-
bewahrt, dann bei 3000 U/min zentrifugiert und das Uberstehende vernichtet. Das
Sediment wurde in einer Pufferlosung von pg 8 in einem Zehntel des fritheren Vo-
lumens resuspendiert und das Ganze auf py 8 gebracht. Anschlielend folgte eine
neue Zentrifugation bei 3000 U/min, nach der das Sediment verworfen und das
eluierte Virus auf 1° C abgekiihlt wurde. Unter steter Kontrolle des Thermometers wurde
dann tropfenweise auf — 30° C abgekiihlter Methylalkohol zugegeben, bis die Gesamt-
menge des Alkohols 25% der Suspension betrug. Die Temperatur durfte niemals tiber
3° C steigen. Das entstehende Prazipitat wurde bei —15° C autbewahrt. Alsdann wurde
das Gemisch 20 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das
Sediment in einem Gemisch von 40 cem destilliertem Wasser und 10 ccm Alkohol ge-
waschen und noch einmal zentrifugiert. Das so erhaltene Sediment wurde in 3 ccm
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redestilliertem Wasser resuspendiert und iiber Nacht bei — 60°C eingefroren. Nach dem
Auftauen am nichsten Tage wurde durch kurze Zentrifugation bei 3000 U/min eine
wasserklare Flissigkeit erhalten.

Diese Methode ist zwar relativ kompliziert, jedoch konnten wir im Hinblick
auf die verschiedene Stabilitit der normalen Gewebsproteine damit rechnen,
daB es in der bearbeiteten Riickenmarksuspension auller dem Virus kaum
andere makromolekularen Komponenten geben konnte, die, ohne frither oder
spiter zu denaturieren und aus der Suspension auszufallen, alle genannten Be-
arbeitungsstadien iiberdauern konnten.

Zur Kontrolle wurde nach der gleichen Methode neben dem infektiosen Riik-
kenmark auch die Riickenmarksuspension von einem gesunden Schwein be-
arbeitet.

Das Purifikat aus dem infektiosen Riickenmark wurde experimentell auf
seinen Virusgehalt untersucht und zu diesem Zwecke 2 Ferkeln mit je 0,7 cem
intrazerebral injiziert. Beide Schweine erkrankten typisch an Schweinelihmung,
das eine nach 8 Tagen, das andere nach einer 9tigigen Inkubationszeit. Die
histologische Untersuchung der geschlachteten Tiere ergab den fiir Schweine-
lihmung typischen Befund. Gleichzeitig wurden beide Purifikate — das aus
dem infektiosen und das aus normalem Riickenmark -— zur weiteren elektronen-
optischen Untersuchung auf Kolloidmembranen gebracht.

Dieses Experiment bestiitigte unsere bei fritheren Untersuchungen gemach-
ten Erfahrungen, daB die Purifikation mit der Suspension eines inhzierten
Riickenmarks besser vor sich geht als mit der eines normalen und dali es mit
der eisteren leichter gelingt, wasserklare Endprodukte zu erhalten, was wohl
auf die Verschiedenheitder chemischen Konstitution oderderkolloiden Stabilitét
der Lipoproteine zuriickzufihren 1st.

Aus den beigefiigten elektronenoptischen Abbildungen (s.Talel V1I—X) 1st
zu ersehen, dafl das Priaparat aus den nichtinfizierten Geweben auller ganz
amorphen Teilchen von Gewebstriimmern und kleinen, wenig dichten Gebilden,
ardBtenteils auch ohne genaue Kontur, nichts enthilt, was man als Viruspartikel
bezeichnen konnte. Dagegen kann man im infizierten Gewebe eine grolie Menge
sphiirischer bis leicht ovoider Gebilde erkennen, die meistens sehr regelmalig
sind und stellenweise die Tendenz zeigen, sich anzuhéufen. Die sphérischen
Gebilde sind ziemlich kompakt und undurchliissig fiir Elektronen. Man konnte
sie in 3 Gruppen einteilen mit einem Durchmesser von rund 25 my fir die
kleinsten und 50—60 my {iir die groften. Ihre Zahl, Dichte und Regelméligkeit
lassen keinen Zweifel daran zu, daB es sich um Teilchen handelt, die 1im nor-
malen Gewebe nicht zugegen sind und die in unserem Falle hochstwahrschein-
lich Virusteilchen der Enzephalomyelitis enzootica suum vorstellen.

Noch anschaulicher sind diese Teilchen im mit Beryllium schrig bedampiten
Priparat. Sie lassen klar erkennen, daB es sich um ein Virussubstrat han-
delt, das z. B. den elektronenoptischen Abbildungen des Virus Polio Typ Brun-
hilde, wie sie von Reagan, Schenck und Briickner (6) publiziert wurden,
sehr dhnlich 1st.

Diskussion

Die elektronenoptische Darstellung der Viruspartikel der Poliomyelitisgruppe
ist — wie allgemein bekannt — sehr erschwert. Bis vor kurzem war es sogar
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zweltelhatt, ob es iiberhaupt moglich wire, dieselben auf diese Weise von ver-
schiedenen Ballastpartikeln zu differenzieren. Heute zweifelt jedoch die Mehr-
heit der Autoren nicht mehr daran, dal Abbildungen erzielt worden sind, die
uns iiber die Grofle und Form dieser Virusarten Aufschlufl geben [Koprow-
ski (13)]. Einige Publikationen wurden eingangs angefiihrt. Die Virusteilchen
haben eine sphérische oder fast sphéirische Form. Erwihnt werden muB8 noch
die Feststellung von Leyon und Gard (12), nach der auch das Virus der
Mé&useencephalomyelitis Typ FA sphirisch ist und einen Durchmesser von
30 myu hat.

Soweit uns bekannt ist, wurde das Virus der Schweilnelahmung bisher elek-
tronenoptisch nicht darfrestellt Im Hinblick auf die Tatsache, daB3 die bio-
logischen KEigenschaften dieses Erregers — wie an anderer Stelle ausgefﬁhrt (8,
9) — vieles Gemeinsame mit denen des Virus der menschlichen PPolio und mit
denen des Theiler-Virus der Mé&useencephalomyelitis haben, konnte man
annehmen, dall auch die elektronenoptische Form des Erregers der Schweine-
lahmung der der beiden genannten Virusarten dhnlich sein Wurde

Wie schon erwiihnt, sind diese elektronenoptischen Abbildungen das Ergeb-
nis einer lang]ahrltren Pritung von Methoden, die zur Purifikation des Virus
fihren konnten. Das Priparat, das zur elektronenoptischen Bearbeitung Ver-
wendung tand, war optisch wasserklar und biologisch gemessen ebenso aktiv
wie eine virushaltige Suspension in einer Verdiinnung von 10-2, Es mullte also
ein grolleres Quantum an Virus enthalten, was wohl der Menge der im Prii-
parat gesehenen sphérischen PPartikel entsprechen wiirde.

Ks hilt schwer, sich vorzustellen, daf3 diese Partikel in einem so wirksamen
Priparat etwas anderem als dem Virus selbst entsprechen konnten, um so
mehr, als 1n einem nach der gleichen Methode verarbeiteten nichtinfektitsen
Material dhnliche Partikel nicht gefunden wurden. Was die Zusammenballung
von Virustellchen anbetriftt, die stellenweise Teilchen besonderer Grofle vor-
tiuscht, so diirfen wir auf die Feststellung von Ruska hinweisen, nach der eine
solche Anhiufung von Viruspartikeln durch Austrocknen des Priparates zu-
stande kommt. Der letzte Grund, der uns zu der Annahme zwingt, daf3 unsere
elektronenoptisch dargestellten sphiirischen Teilchen mit dem Virus der
Schwelnelihmung identisch sind,ist der, daf3 ihre GroBe — sie {ibertrifft nur um
ein geringes die des Virus der menschlichen Poliomyelitis — der entspricht, die
wir iiir das Virus der Encephalomyelitis suum durch die Filtrationsmethode
festgestellt haben.

Zusammenfassung

Die Autoren beschreiben elektronenoptische Aufnahmen des Virus der
Schweinelihmung (Encephalomyelitis enzootica suum), die in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. J. Wolf von der Tschechoslowakischen Akademie der Wissen-
schaften hergestellt wurden. Zur Abbildung gelangte ein Purifikat, das aus dem
Riickenmark intrazerebral infizierter, zu Beginn der paralytischen Symptome
geschlachteter Schweine stammte.

Zur Purifikation fand eine kombinierte Methodik Verwendung, die darin
bestand, dal} die Riickenmarksuspension zunichst wiederholt gefroren und
wieder aufgemut die Lipoide durch Btehz'-mdlungr mit Ather entfernt, bei p,; 4
einer sauren Prizipitation unterworfen, in einem Zehntel des Iphalteq eluiert,
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Abb. 4. Virus der Schweinelihmung mit Beryllium schrig bedamptt. Elektronenoptische
Darstellung von Prof. J. Wolf. 1:80000.
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danach bei einer Temperatur unter 0°C mit Methylalkohol abermals prézipitiert
und in einem Quantum von redestilliertem Wasser eluiert wurde, so dall eine
wasserklare Fliissigkeit erhalten wurde, von der 1 cem 14 g Ruckenmark ent-
sprach. Dieses klare Purifikat enthielt, wie ein Ubertragungsversuch an 2 Tieren
zeigte, aktives Virus in der glelchen Menge wie eine virushaltige Suspension
von 10-2. Als Kontrolle diente eine aut gleiche Weise hergestellte Suspension
aus dem Ruckenmark eines gesunden Schwelnes.

Das infektiose Purifikat enthielt sphéirische Teilchen oder deren Aggregate
mit einer GroBe von 30—60 my, was der Grolle des Virus entspricht, wie sie 1n
einer fritheren Arbeit festgestellt wurde. Das nichtinfektiose Purifikat enthielt
keine ihnlichen Partikel. Die Wahrscheinlichkeit, dafl3 die beschriebenen Teil-
chen den Viruspartikeln entsprechen, wird hervorgehoben.
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