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dafi Patienten mit deutlicher Makroglobulinvermeh-
rung iiber Jahre im wesentlichen beschwerdefrei blei-
ben kénnen. WALDENSTROM selbst hat erst vor kurzem
zu weitgehender therapeutischer Zuriickhaltung in
diesen Fillen geraten'?. Neuerdings wurde die bereits
1947 von WuHRMANN aufgeworfene Frage der Carcino-
genese auf dem Boden linger dauernder Dysprotein-
amien*® von OrMer u. Mitarb. speziell im Hinblick
auf die Makroglobulinémie aufgegriffen!4. Bekannt ist
ja die tiberdurchschnittliche Haufung von Neoplasmen
bei Makroglobulindmie. Ob diese Haufung sekundére
Folge der Paraproteindmie™ oder Ausdruck einer er-
hohten Bereitschaft zu somatischen Mutationen ist,
was uns niher zu liegen scheint!5, ist bis heute noch
ungeklart. Jedenfalls diirfte eine differente Therapie
makroglobulindmischer Krankheitsbilder mit der etwa-
igen Absicht einer Carcinomprophylaxe ohne sonstige
notwendige Indikationen vorerst nicht gerechtfertigt
sein. Der von WALDENSTROM vertretene Grundsatz
dhnlich wie bei anderen proliferativen Blutkrank-
heiten mit einer gezielten Therapie erst dann zu
beginnen, wenn es das klinische Bild erfordert, sollte
deshalb nach wie vor das drztliche Handeln bestimmen.
Als klare Indikationen fiir den Therapiebeginn bieten
gich an: Hine Beeintrichtigung der Knochenmarks.
funktion durch verdringende Zellproliferation, stéir-
kere LymphknotenvergroBerungen bzw. ausgepréigtere
Stérungen des Allgemeinbefindens.

Die zuerst von Hrtzie® angegebene (von uns nur
in Fall 3 kurzfristig durchgefiilhrte) Behandlung der
Makroglobulindmie mit Sulfhydrylreagentien scheint
der cytostatischen bzw. der Prednisontherapie insofern
nachzustehen, als hier giinstigenfalls eine palliative
Reduktion der zirkulierenden Makroglobuline erreicht
wird und die paraproteinbildenden, proliferierenden
Zellen nicht getroffen werden. Dariiber hinaus wird
auch durch die Depolymerisierung der Makroglobuline
die Paraproteindmie nicht beseitigt, weil es sich bei
den entstehenden kleineren Proteinkomplexen ja nach
wie vor win abartige Biweilkorper handelt. Etwaige
paraproteinbedingte Durchblutungsstérungen wéren
auch durch eine erfolgreiche cytostatische Therapie
giinstig zu beeinflussen.

Zusammenfassung. Bei 12 Patienten mit Makro-
globulindmien (Makroglobulindmie Waldenstrom, Plas-
mocytom, chronische Kélteagglutininkrankheit) wurde

vor und nach der Therapie {(Cytostatica und/oder
Prednison und andere therapeutische MaBnahmen) das
Serum sedimentationsanalytisch und elektrophoretisch
vergleichend untersucht und zusammen mit klinischem
Bild und weiteren Labordaten ausgewertet. Es zeigte
sich, daf} in der iiberwiegenden Zahl der Fille ein zum
Teil erheblicher Abfall des Makroglobulingehaltes er-
reicht werden konnte. Die klinische Besserung war
in der Mehrzahl der Fille befriedigend oder gut.

Auf Grund der erhobenen Befunde ist der kombi-
niertenn Behandlung mit Endoxan und Prednison der
Vorzug zu geben und eine geniigend hohe Dosierung
und moglichst lange Behandlungsdauer (mehrere Mo-
nate)} anzustreben.
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Untersuchungen mit der Komplementbindungsreaktion anliflich einer Coxsackie B5-Epidemie *
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Aus den Laboratorien der Stiftung zur Erforschung der spinalen Kinderlihmung und der multiplen Sklerose (Direktor: Prof, Dr. H.PETTE),
Universititskrankenhans Hamburg-Eppendort

Im letzten Dezennium ist eine groBe Anzahi von
Veroffentlichungen tber die Poliomyelitis-Komple-
mentbindungsreaktion (KBR) erschienen. Die tiber-
wiegende Mehrzahl der Autoren befirwortet bei Ein-
halt bestimmter techpischer und methodischer Vor-
aussetzungen die Durchfithrung dieser Methode als
wertvolle Hilfsreaktion in der Poliomyelitisdiagnostik,
die insbesondere bei Verwendung frischer, aktiver,

* Auszugweise vorgetragen auf der 29. Tagung der Deut-
schen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie in Wiirzburg,
April 1963.

Klin, Wschr., 41. Jahrg.

Frigen-gercinigter und konzentrierter Gewebekultur-
antigene im Kindesalter (geringe anamnestische Reak-
tionen) zuverlissig die Erfassung typenspezifischer
Antikdrper gestattet und somit den methodisch
ungleich schwierigeren Neutralisationstest in einer
groflen Zahl von Féllen ersetzen kann (LENNARTZ,
LENvETTE u.2.2, Haas u. 2.14),

Dagegen hat sich die Coxsackie-KBR als Routine-
methode bislang nicht durchgesetzt. Die Griinde
hierfiir liegen einmal in der groflen Anzahl von distink-
ten Serotypen dieser Enterovirusgruppe und einem
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entsprechend grofien Arbeitsaufwand, sind zum ande-
ren jedoch auch in der Schwierigkeit der Zubereitung
geeigneter komplementbindender (kb.) Antigene zu
suchen, Obwobl sich mehrere der Coxsackie A-Typen
sowie alle bisher isolierten B-Typen in Gewebekulturen
aus Affennieren-, Hela- oder Fl-Zellen unter Ausbil-
dung eines cytopathischen Effektes mit hohem
Infektiositdtstiter, der durch oftmalige Passierung
noch gesteigert werden kann, vermehren, werden die
Antigene fiir die KBR von diesen wie von anderen
Coxsackie-Typen in der Hauptsache aus Muskel- oder
Gehirngewebe infizierter Sduglingsméause hergestellt
(MErLxior und Krapr!®:2?, Casars und OniTzry?,
Howrrr!?, ViveLL u. 2.3 DOMOK!Y, VERLINDE®,
Gorrz!®, LEPINE et al.??). Die Eliminierung der den Ab-
lauf und die Beurteilung der KBR stérenden Gewebs-
proteine geschieht dabei in der Hauptsache durch
Behandlung der virushaltigen Gewebssuspensionen
nach der Methode von WARREN u. Mitarb.3 mit
Protaminsulfat (MELNICK u. 218,242, DéMOKY, VER-
LinpE3 oder nach der Methode von Casars und
OrLmzry?; durch die Anwendung der Aceton-Athyl-
dther-Extraktion (VIVELL u. 2.35:%, Gé1z13). Auch die
Kombination dieser beiden Methoden ist versucht
worden. So behandelten LEPINE et al.?® ihre fiir die
Identifizierung frisch isolierter Coxsackie A-Stimme
vorgesehenen kb.Méiusegewebesuspensionen zunichst
mit Protaminsulfat und extrahierten sie danach mit
Bther. Letztlich sei noch auf die Empfehlung von
VerLinpE#, der zur Entfernung der unspezifischen
Proteine aus virushaltigem Méiusegewebe Bentonit
vorschlidgt, und auf die Untersuchungen von Howrrr?
hingewiesen, die die stérenden Begleitstoffe lediglich
durch Filtration entfernt und dadurch brauchbare
Antigene erhdlt. Ein Nachteil der Herstellung kb.
Coxsackie-Antigene aus infizierten Siuglingsmiusen
ist jedoch in dem unterschiedlichen Virusgehalt, den
das Gewebe der einzelnen Tiere aufweist, begriindet.
Durch die Behandlung mit Protaminsulfat oder
Aceton-Ather wird auch ein Teil des virusspezifischen
Antigens eliminiert. Die so gewonnenen Antigene
weisen daher in der Regel nur einen geringen spexzifi-
schen kb. Titer auf, wodurch die Erfassung niedriger
Antikérperwerte erschwert wird.

Dagegen zeichnen sich in Gewebekulturen geziich-
tete Viruspriaparate bei Einhaltung entsprechender
Inkubationszeiten und Versuchsanordnungen durch
Titerkonstanz und hohe Infektiositétstiter aus. Zu-
dem ist das Verhaltnis Wirtsgewebe zu Virus giinstiger
als im infizierten Mausorganismus. Es ist daher vor-
teithaft, von den in Gewebekulturen ziichtbaren
Coxsackie-Virustypen kb. Antigene aus der flilssigen
Phase infizierter Kulturen zu gewinnen und fir dia-
gnostische Untersuchungen zu verwenden, wie es von
ARrCHETTI u. a.! fir die Coxsackie A-KBR und von
Rubin et al.® fiir die Coxsackie B5-KBR inauguriert
worden ist. Die italienischen Autoren arbeiteten bei
ihren Untersuchungen tber eine Epidemie von asepti-
scher Meningitis, die durch einen Typ der Coxsackie
A-Gruppe (spiter klassifiziert als Typ A-23, sero-
logisch identisch mit ECHO-Virus Typ 9) hervorgeru-
fen wurde, mit einem auf Affennierenzellkulturen
geztichteten kb. Antigen, das vor seiner Verwendung
mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren sowie auf
569 C erhitzt worden war. Die mit diesem Antigen
beobachteten Antikdrperwerte lagen — abhiingig vom

Erkrankungsstadium in Parallelitdt zu den Ergebnis-
sen des Neutralisationstestes — im Bereich von 1:8
bis 1:128. Auch RUBIN et al.?®* verwendeten bei ihren
Untersuchungen iiber eine Coxsackie B5-Epidemie
die nicht konzentrierte virushaltige Nabrfliissigkeit
von Affennierenzellkulturen als kb. Antigen fiir die
Augswertung der Doppelseren von 96 Patienten mit
positiver Virusisolierung in der KBR, von denen 85
spezifische kb. Antikérper gegen das Coxsackie B5-
Virus mit einem Titer von 1:8 oder dariiber aufwiesen.
Uber die Herstellung kb. Coxsackie B-Antigene aus
der flissigen Phase infizierter KB-Zellkulturen wird
auch von RoBsa und Virar®,3 berichtet.

Im Hinblick auf die ungewohnlich hohe Anzahl
von Coxsackie B5.Erkrankungen in der Bundes-
republik wihrend des Jahres 1962 war es notwendig, die
Seren von Patienten, bei denen nach dem Vorbericht
eine Infektion mit Coxsackie-Virus zu vermuten war
oder aus Stuhl, Liquor oder Rachenabstrich Coxsackie-
Virus isoliert werden konnte, routinemiflig in der
Coxsackie B5-KBR zu iiberprifen. Fir die Antigen-
zubereitung verwendeten wir einen auf ¥l-Zellen
passagierten Coxsackie B5-Virusstamm. Im folgenden
soll iiber Zubereitung, Wertigkeit und Spezifitit des
Antigens und die mit diesem erzielten Befunde an den
Seren von Kranken mit positiver B5-Virusisolierung
berichtet werden. Die klinischen und epidemiolo-
gischen Befunde werden an anderer Stelle mitgeteilt.

Material und M ethoden

Virusstémme. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchun-
gen arbeiteten wir mit den Coxsackie-Typen A9, BI, B2, B3,
B4 uynd B5, die uns 1955 von Dariporr zur Verfiigung
gestellt wurden und seither im hiesigen Institut in S#ughngs-
miusen oder auf Gewebekulturen passagiert worden sind. Es
gelangten aulerdem die an Fl- oder HeLa-Zellkulturen
passagierten Poliomyelitis-Virustypen I (Mahoney), IT (Lan-
sing) und ITI (Saukett) zur Verwendung.

Kb, Antigene. Als Ausgangsmaterial fir die Zubereitung
der kb. Antigene diente ausschlieBlich in Gewebekulturen
geziichtetes Virus. Voll ausgewachsene Einschichtzellkulturen
von Fl- oder Helia-Zellen in Penicillinkolben wurden jeweils
mit etwa 2 x 107 infektiosen Einheiten (ID 50 oder als Plaque-
bildende Einheiten) infiziert und nach Zerstérung des Zell-
ragens 24—06 Std p.i. geerntet. Fiir die Antigenherstellung
wurden die Gesamtkulturen (Ze Itriimmer und Erhaltungs-
medium) verwendet, die zuniichst im Verhiltnis 1:8 im Biihler-
Homogenisator 2 min lang bei 17000 U/min mit Frigen 113
(Hoechst) behandelt worden waren. Die dadurch ausgefillten
Zell- und Serumproteine werden danach durch niedertourige
Zentrifugation (3500 U/min, 30 min) von der virushaltigen
flissigen Phase abgetrennt. Wie schon von HAMPARIAN u, a5
sowie von HERTENSTEIN'® mitgeteilt, wurde durch die Frigen-
behandlung die kb, Aktivitét der Priparate nicht beeinflullt.
Es erfolgt sodann die Anreicherung des kb. Antigens in der
préparativen Ultrazentrifuge (Spinco Modell L, Rotor 30}.
Die freonisierten Priparate werden dabei 40 min lang bei
30000 U/min (mittleres Schwerefeld 70000 g) zentrifugiert
und im |25fach geringeren Volumen Veronalpuffer aufgenom-
men. Die Autigene werden nunmehr 24 Std lang bei 4-4°C
auf dem Magnetriithrer desaggregiert und danach bis zu ihrer
Verwendung bei —60° C aunfbewahrt. Die Antigene werden
fiir die Routine- und Vergleichstests in der hochsten Konzen-
tration verwendet, die keine Aunflésung der Isofixationskurve
im Antigeniiberschullbereich mehr bewirkt (48 Antigen-
einheiten).

Kb. Hypertmmunseren. Die kb. Hyperimmunseren stellten
wir an Meerschweinchen her. Die Tiere wurden im Abstand
von 8 Tagen viermal mit je 2 ml des virushaltigen freonisierten
Gewebekulturiiberstandes intramuskuldr gespritzt. Sie erhiel-
ten 6 Wochen nach Beginn der Immunisierung eine Booster-
Injektion und wurden 5 Tage danach entblutet. Die kb.
Hyperimmunseren verhielten sich in jedem Falle typen-
spezifisch. Ibre Titerhohe lag zwischen —log 1,8 und 3,1
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Die Antiseren wurden vor ihrer Verwendung in der KBR
45 min lang bei 56° C inaktiviert. Sie wurden fiir die Antigen-
auswertungen und Vergleichstests in derjenigen optimalen
Verdiinnung verwendet, die im Antikorperiberschufibereich
der Isofixationskurve kein Prozonenphinomen bewirkte.

Komplement (C’). Serum gesunder erwachsener Meer-
schweinchen, das — bei — 20° C aufbewahrt — etwa 1/, Jahr
verwendbar ist. Fiir die Bestimmung der C" H 50 wird das C’
mit dem Faktor 1,59 (logarithmisch 0,2) in Veronalpuffer bis
1:1000 verdiinnt und nach Zusatz des Antigens gegen optimal
sensibilisierte Hammelerythrocyten ausgewertet. Die C' H 50
wird nach der von uns mitgeteilten Methode ermittelt (MusTER
und Kuwert?),

Hémolytisches System (H.8.). Der Einsatz geringer
Erythrocytenzahlen und entsprechend niedriger C’-Dosen
erhoht die Sensibilititsschwelle der KBR (Mester und
Kowerr?, Kuwerr?®). Wir arbeiten daher mit einem H.S.,
das etwa 0,07 bis 0,1 x 10% optimal sensibilisierte Erythrocyten
(acht Amboceptereinheiten) enthidlt und bei 546 mu mnach
Auflosung mit 5/ Indicatorlésung nach BETHEE und SAVELS-
8ERG® im Eppendorf-Photometer eine

Tabelle 1. Zuberestung des kb. Antigens beim Coxsackie

B5-Virus
. Vol - | —log kb. An-
Material eigegrggg T?ger reichgrung

Rohantigen (GK-Uberstand) 0 0,602 0
Rohantigen nach Frigen-

behandlung 2min 170007 @ 0,602 0
Sediment nach Ultrazentri-

fugation 40 min/70000 g 25fach 2,312 32fach

und IH, die in Fl-Suspensionskulturen mit grofer
Zelldichte geziichtet wurden. FErheblich niedrigere
Werte wurden dagegen mit den Coxsackie-Typen B1,
B2 und B3 erzielt (Tabelle 2). Da wir die fiir die Her-
stellung kb. Antigene vorgesehenen Gewebekultur-
ernten nicht auf ihren Gehalt an infektiosem Virus

Extinktion von 0,1 aufweist. Tabelle 2. Uberpriifung von 9 Enterovirustypen auf Kreuzreaktivitit in der KBR

Durchfithrung der K BR. Die Routine- Antigen-Titration gegen optimale Meerschweinchen-Immunserumverdiinnun-
untersuchungen werden auf Plexiglas- gen hei Verwendung von 2 C'H 50. Angabe der kb. Antigentiter im negativen
platten mit dem Tropftest nach der von  Jekadischen Logarithmus.

Brack und MpLyicx?* angegebenen Me-

thode durchgefithrt. Die Seren werden Antigen

dabei gegen eine konstante Antigenmenge Antis T -

bei Verwen dung von 1,2 und 3 ¢’ H 50 niiserum Coxsackievirustyp Poliovirustyp
ausgewertet. Im Gegensatz zu den ameri- B1 B2 B3 B4 B5 A9 1 il hiit
kanischen Autoren berechnen wir jedoch

nicht die Aviditib des Serums fir O, Blll204) 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0
sondern geben unsere Antikérpertiter in Cox. | B2] 9 10602} 9 [ 0 @ 0 0 0
den herkdommlichen Verdiinnungwerten sackie- | B31 0 g |1204] o 0 @ o o )
an. In Abhéngigkeit von etwaiger Anti- P

komplementaritdt des Patientenserums Vg%s Ba) 0 9 U 1,806 4 o o 4 0
erfolgt die Ablesung in der Reihe mit B5] ¢ @ ¢ ¢ 12107} 0 1] 0 1)
2 oder 3 C' H 50. Vor Zugabe des H.S. A 10

wird der Versuchsansatz 18 Std bei-+ 4°C 9 0 b 0 g L 2,107 b 0 g
und danach 2 8td bei + 87°C aufbewahrt. Polio 1] ¢ g 1 9 9 0 124081 ¢ B
Wéihrepd fiir den Plattentest von jedem virus Tl ¢ ) @ 0 o I 9 2,107 1]
Reaktionspartner 0,02ml (Y, Dosen) typ il o 9 0 9 0 9 9 6| 2,408

verwendet werden, wurden die Versuche
zur Bestimmung der Isofixationskurve
(ALMEIDAY, RAPPORT und Grar?®) in Finfteldosen durch-
gefiihrt. Die Ermittlung derjenigen Antigen- oder Antiserum-
menge, bei der gerade 50% der im Reaktionsgemisch vor-
handenen Erythrocyten himolysiert werden, erfolgt graphisch
(Mester und Kuwerr®).

Patientenseren. Von 92 Patienten mit positiver Cox-
sackie B5-Virusisolierung wurden insgesamt 67 Doppel- und
25 Einzelseren auf kb, Antikérper untersucht. Die Aus-
wertung wurde nach Inaktivierung der Seren in den Ver-
diinnungen 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 durchgefiihrt.

Virusisolierung. Die Isolierung des Coxsackie B5-Virus
aus Stuhl, Liguor oder Rachenabstrich erfolgte auf priméren
Affennierenzellkulturen, die Typenbestimmung wurde im
Neutralisationstest auf derselben Zellart vorgenommen.

Salzlosungen. Die Schaferythrocyten wurden bis zu
ihrer Verwendung in steriler Alseverscher Losung aufbewahrt.
Fiir die Herstellung des H.S. sowie der Antigen-, Serum- und
C’-Verdiinnungen wurde ausschlieflich MayErs Veronal-
puffer verwendet (ScamipT?).

Ergebnisse

L. Herstellung und Wertigkeit des kb. Coxsackie
Bé-Antigens. Der Vorgang der Antigenzubereitung
wurde bereits im Abschnitt ,,Material und Methoden**
ausfithrlich dargestellt. Tabelle 1 enthilt die ent-
sprechenden Werte fir das Coxsackie B5-Antigen,
die auch als reprisentativ fir unsere Methode der
Herstellung kb. Poliovirusantigene gelten konnen.

Der Anreicherungseffekt entspricht etwa der
Volumeneinengung. Durch den Aufarbeitungsvor-
gang tritt bei diesem Antigen mithin kein meBbarer
Verlust an kb. Aktivitdt ein. Die Wertigkeit des
kb. Coxsackie B5-Antigens ist mit einem Titer von
1:128 als optimal zu bezeichnen. Hohere Werte
erreichten wir bislang nur bei den Poliovirustypen I

Klin, Wschr., 41, Jahrg.

titriert haben, konnen wir hier keine Befunde tiber
die Beziehungen zwischen Infektiositdtstiter und kb.
Kapazitat mitteilen.

11, Spezifitit des kb. Coxsackie BS5-Antigens. Auf
Grund der Angaben in der Literatur (MELNIOK?2,
Mzixior und Krarr®, Bremay und HUEBNER?,
Gorrz*3, RoBBA und VIRAT®) iiber ein antigene Ver-
wandtschaft verschiedener Coxsackie-Typen war es
von Interesse, unser Coxsackie-B5-Antigen auf Kreuz-
reaktivitdt mit anderen Coxsackie-Typen und den
Poliovirustypen in der KBR zu tberprifen. Die
dabei erhobenen Befunde sind in den Tabellen 2 und 3
zusammengefalt.

Bei dem in Tabelle 2 veranschaulichten Versuch
titrierten wir kb. Antigene der Coxsackie-Typen BI,
B2, B3, B4, B5 und A9 sowie der Poliovirustypen I,
11 und II1 gegen eine konstante Dosis von kb. Hyper-
immunserum der neun Enterovirustypen bei Ver-
wendung von 1, 2 und 3 ¢’ H 50. Dabei erhielten wir
streng typenspezifische Reaktionen. Auch bei Ver-
wendung der umgekehrten Versuchsanordnung - Ti-
tration der kb. Antiseren gegen eine konstante Dosis
des kb. B5-Antigens — konnte kein Hinweis fiir das
Vorliegen einer antigenen Uberlappung der éberpriif-
ten Enteroviren erbracht werden (Tabelle 3).

111, Bestimmung der optimalen kb. Antigendosis fiir
die Durchfiihrung der Routine-K BR. Die Verwendung
hoher Antigendosen fiir die Bestimmung des Anti-
korpergehaltes in Patientenseren ist nicht bei jedem
Antigen-Antikorpersystem vorteilhaft. Insbesondere
Proteinantigene neigen zu mangelnder C'-Bindungs-
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Tabelle 3. Spezifitit des kb. Coxsackie- B5-Antigens in der K BR
Titration der kb. Meerschweinchen-Immunseren gegen eine
optimale kb. Antigendosis bei Verwendung von 2 C’H 50.

Tabelle 5. Untersuchung der Seren von Patienten mit positiver
Virusisolierung in der Coxsackie B5-KBR

Angabe des kb. Antiserumtiters im negativen dekadischen Anzahl Coxsackie B 5-KBR
Logarithmus. Patienten positiv negativ
Xb. Antiserum Coxsackievirustyp Poliovirustyp 92 60 =65,3% 32 -34,7%
gegen > B1 | B2 [ B3 | B4 [Bs [ao| T |1 | IO Davon:
! 19 == Serum 1. Krankheitswoche

kb.Coxsackie- 13 == Serum 2.—3. Krankheitswoche

virus B5- !

Atigen |0 |6 | 0|0 (310700 |00 kérperiiberschuBbereich repriisentiert, wiahrend der

fahigkeit im Antigeniiberschullbereich (bei Lipoid-
antigenen oder Haptenen wird ein gegenteiliges Ver-
halten beobachtet). Es ist daher notwendig, jedes fiir
Routineuntersuchungen vorgesehene Antigen auf seine
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Abb. 1. Isofixationskurve des Coxsackie B5-Antigens

('-Bindungsfiahigkeit im Antigen- und Antikérper-
iiberschuBbereich sowie in der Aquivalenzzone in der
sog. zweidimensionalen Isofixationstechnik auszu-
testen (ALMEIDA?, RaPPORT und GRAF®, MAYER?3),
da andernfalls niedrigere Werte an kb. Antikérpern

Tabelle 4. Reaktivitit zwischen Ooxsackie B5-Antigen und dem homologen kb. Anii-
serum vom Meerschweinchen bes Verwendung von 2,5 C'H 50
Die Tabelle enthalt die Werte fiir den in Abb. 1 dargestellten Versuch.

iiber der Abszisse liegende Schenkel den Antigen-

iiberschufibereich darstellt. Die Verbindungslinie
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Abb. 2. Antikérpertiter in den Doppelseren von 54 Patienten mit positive
Coxsackie B 5-Virusisolierung

zwischen den beiden Schenkeln verkorpert die Aqui-
valenzzone. Die Werte fir diese Figur mégen aus
Tabelle 4 entnommen werden.

Die Kurve zeigt eine Aufhellung im Antigeniiber-
schuBibereich, die beim Kinsatz hoherer Antigen-
mengen noch stirker wird. Bei
Verwendung von 50 x 10-3 ml Anti-
gen pro Reaktionsansatz betrug der
kb. Antikérpertiter unseres Meer-

Antlsorum Antigenmenge (10-* m) B schweinchenhyperimmunserums
b o 038 | o078 | 136 | 313 | 625 | 125 | 25 50 wert etwa nur die Halfte des mit der
vierfach geringeren Antigenmenge
1%525 5 igg igg lgg gg ié’i 8 8 8 gé (12,5 10~ ml) beobachteten Anti-
313 100 | 100 | 791 375 156| 0 0 0 25 kérperwertes. Fir die Durchfiihrung
1,56 100 | 100 | 94 51 104 0 0 0 3,9 der Routineuntersuchungen verwen-
0,78 100 | 100 | 94 44,9 15,6 8,31 0 0 2,1 deten wir daher ausschlieBlich
| | | ) R ) 8] D0t Comake B
0,005 | 100 | 100 (100 (100 | 85| 88,5| 8T.5| 91,6| — gen pro Reaktionsgemisch.
0,048 100 | 100 | 100 |100 |100 |100 |100 |100 — IV. Untersuchung der Seren von
o Patienten mit positivem Virusisolie-
50 %iger o
Hamolyse- rungsbefund auf kb. Antikérper gegen
wert — = | — 1069]026 015 ] 0,22 | 0,25 das Cozsackie B5-Virus. Insgesamt

dem Nachweis entzogen wiirden. Fiir unser Cox-
sackie B5-Antigen sind diejenigen Antigen- und Anti-
korperwerte, bei denen 50% der im Reaktionsgemisch
vorhandenen sensibilisierten Erythrocyten himolysiert
wurden, in der Abb. 1 eingezeichnet worden.

Durch Verbindung der 50%igen Endpunkte der
einzelnen Antigen- und Antikérperverdiinnungen
erhiilt man eine hyperbelférmige Figur, deren verti-
kaler, parallel zur Ordinate verlaufender Ast den Anti-

gelangten Seren von 92 Patienten
mit positiver Virusisolierung zur Untersuchung in
der KBR. Die dabei erzielten FErgebnisse sind in
Tabelle 5 und Abb. 2 zusammengestellt.

Danach konnten bei 60 Patienten kb. Antikérper
im ersten oder zweiten Serum zum Nachweis gebracht
werden. Von 54 Personen, von denen uns Serumpaare
aus jeweils den ersten beiden Krankheitswochen sowie
nach der zweiten bis dritten Krankheitswoche zur
Verfiigung standen, wiesen 41 einen Titeranstieg auf,
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withrend bei 12 Patienten in beiden Seren die gleiche
Titerhohe beobachtet werden konnte und in einem
Falle eine Abnahme der kb. Antikoérper festgestellt
wurde (Abb. 2). Die Serumpaare wurden nach Ein-
gang des zweiten Serums in einem Versuchsansatz
ausgetestet. Bei 6 Patienten sprach der positive
Austall der Coxsackie B5-EBR mit dem ersten Serum
fiir das Vorliegen einer B5-Infektion. Mit den Seren
der restlichen 32 Patienten verlief die KBR negativ.
In dieser Zahl sind jedoch auch diejenigen Fille ent-
halten, von denen lediglich Seren aus den ersten
beiden Wochen nach Auftreten der Allgemeinsym-
ptome zur Untersuchung gelangten. Die KBR ver-
sagte in diagnostischer Hinsicht nur in 13 Fallen, von
denen uns Seren aus der ersten sowie nach der zweiten
bis dritten Krankheitswoche zur Verfiigung standen.

Die gleichzeitig durchgefiihrte Testung der Seren
von diesen 92 Patienten auf kb, Antikérper gegen die
drei Typen des Poliovirus und gegen das Coxsackie A9-
Virus lieB in 12 Féllen (=20% der Patienten, die kb.
Antikérper gegen Coxsackie B5-Virus gebildet hatten)
eine schwache Reaktion gegen Typ III des Polio-
virus erkennen (Titer <1:20). Wie die Tabellen 2
und 3 ausweisen, erbrachte die kreuzweise KBR mit
kb. Coxsackie B5- und Poliovirus-Typ I1I-Antigenen
und den entsprechenden Hyperimmunseren jedoch
keine Hinweise fiir das Vorliegen einer antigenen
Beziehung dieser beiden Vertreter der Enterovirus-

gruppe.

Diskussion

Uber die epidemische Haufung von Coxsackie B5-
Erkrankangen wird von SYvERTON u. 2.%3, CHIN u. a.5:
7.8 CurNEX et al.? sowie RuBix u. Mitarb.® berichtet.
Lediglich die letztgenannten Autoren bestimmten den
kb. Antikérpergehalt in den Doppelseren von 96 Pa-
tienten mit der KBR, wihrend in den anderen Arbei-
ten nur der Gehalt der Seren an neutralisierenden
Antikérpern mitgeteilt wird. Rusin u. Mitarb.® konn-
ten bei 85 Patienten = 88,5% kb. Antikérper gegen
das Coxsackie B5-Virus mit einem nichtkonzentrierten
Affennierengewebekulturantigen zum Nachweis brin-
gen. Eigene Untersuchungen an den Doppelseren von
67 Patienten erbrachten in 54 Fillen = 80,6% ein
positives Ergebnis. Die Coxsackie B5-KBR liefert
damit in einem &hnlich hohen Prozentsatz spezifische
positive Resultate, wie es von der Poliomyelitis-KBR
bei Beachtung der nachfolgend besprochenen tech-
nischen und methodischen Prdmissen bekannt ist
(LeNNaRTZ®, LENNETTE u.a.?). lhre Anwendung
als Ergénzungsmethode in der Routinediagnostik der
Enterovirus-Infektionen kann daher empfohlen werden.

Ebenso wie fiir die Durchfithrung der Polio-KBR
verwendeten wir bei unseren Coxsackie B5-Unter-
suchungen Frigen-gereinigte und ultrazentrifugal an-
gereicherte Gewebekulturantigene. Dadurch werden
einmal unspezifische Reaktionen in der KBR auf ein
Minimum herabgesetzt (HAMPARIAN u. a5, HERTEN-
sTEIN'®), zum anderen wird aber auch die Wahrschein-
lichkeit der Erfassung niedriger kb. Antikérpertiter
betrachtlich erhéht, wie Krarr und MELNICK®® mit
einem aus Méiusegewebe hergestellten Antigen unter
Beweis stellen konnten. Dieses Antigen ergab in der
KBR mit seinem spezifischen Immunserum in unkon-
zentrierter Form einen kb. Titer von 1:2. Nach
20facher Anreicherung des Antigens in der Ultrazentri-
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fuge konnte in demselben Immunserum ein kb. Titer
von 1:40 ermittelt werden.

Unser kb. Coxsackie B5-Antigen verhielt sich
beim Vergleich mit acht anderen Enterovirustypen
(Coxsackie B1, B2, B3, B4, A9, Polio-Typ 1, II, IIT)
in der kreuzweisen KBR streng typenspezifisch.
Unsere Untersuchungen sind somit in Einklang mit
den Befunden von DoMok!Y, der bei Verwendung von
mit Protaminsulfat behandelten Méausegewebsanti-
genen mit den Coxsackie-Typen Al bis A 10 sowie
B1 bis B4 ebenfalls ausschlieilich typenspezifische
Ergebnisse in der KBR erhielt, und stehen im Gegen-
satz zu den Angaben von MELNIOK? sowie RoBma
und Virar®. Allerdings beobachteten MELNIcK und
Krapr?® sowie BrEEmMAN und Hums~Nrr? nur dann
heterotypische Reaktionen in der KBR, wenn sie
Antiseren von Mensch oder Schimpanse verwendeten.
Mit kb. Méauseseren dagegen erhielten auch diese
Autoren typenspezifische Resultate. Inwieweit hier-
bei quantitative Gesichtspunkte eine Rolle spielen,
entzieht sich unserer Beurteilung. Keinesfalls diirfen
unsere Befunde als Beweis fiir das Fehlen jeder anti-
genen Verwandtschaft zwischen den einzelnen Cox-
sackie-Virustypen gewertet werden. Trotz aller tech-
nischen und methodischen Verbesserungen hat die
KBR eine viel geringere Sensibilititsschwelle als der
Neutralisationstest. Zuverldssige Befunde iiber anti-
gene Beziehungen in der Coxsackie-Virusgruppe
koénnen daher besser mit der quantitativen Kreuzneu-
tralisationstechnik erbracht werden.

Vor der Verwendung eines kb. Antigens in der
Routine-KBR ist es notwendig, die optimale Antigen-
dosis, die keine Aufldsung der Isofixationskurve im
Antigeniiberschuflbereich bewirkt, nach der Technik
von ALMEIDAY zu ermitteln, da sich andernfalls
niedrige Antikérperwerte dem Nachweis - entziehen
wiirden. Die Isofixationskurve unseres Coxsackie B5-
Antigens mit seinem spezifischen Meerschweinchen-
hyperimmunserum zeigt in den hohen Antigenkon-
zentrationen ein Prozonenphinomen. Bei der Be-
stimmung der entsprechenden Kurven fiir die kb.
Antigene der drei Poliovirus-Typen??, die auf derselben
Zellart geziichtet und nach derselben Zubereitungs-
methode wie das Coxsackie B5-Antigen hergestellt
wurden, beobachteten wir auBerdem das gleiche
Phinomen im AntikérperiberschuBbereich. Armmr-
DAY beschreibt fiir diese beiden Virusarten Isofixa-
tionskurven, deren Aste im Antigen- und Antikérper-
tiberschuBbereich asymptotisch zu den Koordinaten
verlaufen. Dieser Autor arbeitete jedoch mit kb.
Antiseren vom Pferd (Poliomyelitis, MEF 1) und von
der Maus (Coxsackie A). Die von MavymErR?® angege-
benen Werte fiir die Isofixationskurven des Polio-
viros (MEF 1) mit kb. Antiserum vom Menschen
entsprechen dagegen unseren Befunden. Inwieweit
auch Species-spezifische Unterschiede der kb. Anti-
korper in den Isofixationskurven reflektiert werden,
mufl weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

Neben Verwendung aktiver, freonisierter und
angereicherter Antigene in optimaler Konzentration
kann die Sensibilitadtsschwelle der KBR auch durch
Beachtung folgender Gesichtspunkte erhtht werden:
1. Kaltebindung; 2. Mikrotechnik nach Furrox und
DumsrrLn?; 3. Verwendung des Veronalpuffers nach
Maver. Dieser Puffer enthélt die fir den Ablauf der
Komplementbindung notwendigen Konzentrationen
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an Calcium- und Magnesiumionen in ausreichender
Konzentration; 4. Reduzierung der Anzahl an sensibili-
sierten Erythrocyten im hédmolytischen System und
damit Verringerung der fir den Hdmolyseeffekt not-
wendigen Komplementdosis; 5. Bestimmung der kb.
Antigen- oder Antikérpertiter nach der Methode der
50%igen Hamolyse. Letzterer Gesichtspunkt laBt
sich bei Routineuntersuchungen nicht in Anwendung
bringen und ertibrigé sich bei Durchfithrung der Mikro-
methode eo ipso. Er sollte aber bei Experimenten mit
der quantitativen KBR (MaYER?)) und bei Bestim-
mung der Isofixationskurven beriicksichtigt werden.

Zusammenfossung. Das gehdufte Auftreten von
Coxsackie B5-Erkrankungen in der Bundesrepublik
wahrend der Sommer- und Herbstmonate des Jahres
1962 gab Gelegenheit, den diagnostischen Wert der
Coxsackie B5-KBR an einem groferen Patienten-
kollektiv zu iiberpriifen. Dabei wurden mit Frigen
gereinigte Gewebekulturantigene (Fl-Zellen) verwen-
det, die nach ultrazentrifugaler Anreicherung einen
typenspezifischen Titer von —Ilog 1,8—2,4 aufwiesen
(Mikromethode, Plattentest, Kolmertechnik). Die
optimale Antigenverdiinnung fir die Durchfithrung
der Routineuntersuchungen wurde in der Isofixations-
technik nach ALMEIDA ermittelt. Die Antigene rea-
gierten nicht mit komplementbindenden (kb.) Im-
munseren gegen die iibrigen Vertreter der Coxsackie B-
Gruppe und liefen auch mit kb. Antiseren gegen das
Coxsackie A9-Virus und die drei Typen des Polio-
virus keine Reaktion in der KBR erkennen. Die
typenspezifischen kb. Hyperimmunseren wurden an
Meerschweinchen hergestellt. Der homologe kb.
Antikérpertiter dieser Seren betrug bei Verwendung
der optimalen Antigendosis —log 2,8—3,1. Die Unter-
suchung der Seren von 92 Patienten, bei denen aus
Stuhl, Liquor oder Rachenabstrich Coxsackie B5-
Virus isoliert werden konnte, erbrachte in 60 Fillen
(=65,3%) ein positives Ergebnis in der KBR und ver-
lief in 32 Fallen (= 34,7%) negativ. In dieser letzteren
Zahl sind jedoch anch diejenigen Fille enthalten, von
denen lediglich Seren aus den ersten beiden Wochen
nach Auftreten der Allgemeinsymptome zur Unter-
suchung gelangten. Mithin verlief die KBR bei
13 Patienten mit positiver Virusisolierung negativ,
von denen uns Seren aus der ersten sowie nach der
zweiten bis dritten Krankheitswoche zur Verfligung
standen. Die gleichzeitig durchgefithrte Testung der
Seren von diesen 92 Patienten auf kb. Antikérper
gegen die drei Typen des Poliovirus liel in 12 Fallen
(=20% der Seren, die kb. Antikérper gegen Cox-
sackie B5-Virus enthielten) eine schwache Reaktion
gegen Typ III des Poliovirus erkennen. Die kreuz-
weise KBR mit Coxsackie B5- und Poliovirus-Typ I1I-
Antigenen und den entsprechenden kb. Meerschwein-
chenhyperimmunseren ergab keine Hinweise fiir das
Vorliegen einer antigenen Beziehung dieser beiden
Vertreter der Enterovirusgrappe. — Bei Verwendung
geeigneter Antigene und einer entsprechenden Ver-
suchsmethodik stellt die Coxsackie B5-KBR eine
Erginzung der Moglichkeiten in der Enterovirus-
Diagnostik dar, die auch bei negativem virologischem
Befund durch Titerdifferenz in Doppelseren unter
Umstinden die Diagnosestellung ermoglicht.

Den med.-techn.  Assistentinnen Fréulein IrMaarD
Scumror, INeRID BADER und MaRIANNE MELLES danken wir
fiir gewissenhafte und intersssierte Mitarbeit.

Summary. The mass appearance of Coxsackie B5
illnesses in the Federal Republic of Germany during
the summer and autumn of 1962 provided an opportu-
nity for examining the diagnostic value of Coxsackie B5
complement fixation test in a greater number of
patients. We used fluorccarbon-purified tissue cul-
ture antigens (Fl-cells) which after concentration in
the ultra-centrifuge showed a type-specific titer of
—log 1,8 to 2,4 (micro method, perspex plate test,
Kolmer technique). The optimal antigen dilution for
routine tests was assessed by means of the isofixation
fechnique according to Armuipa. The antigens did
not react with complement-fixing immune sera
against the other types of Coxsackie B group as well
as against Coxsackie A9 virus and the three types
of poliomyelitis virus. The type-specific hyper-
immune sera were produced in guinea pigs. The
homologous complement-fixing antibody titer of
these sera, when using the optimal antigen dosage,
was —log 2,8 to 3,1. Examination of the sera of 92
patients with positive Coxsackie B6 virus isolation
in feces, liquor or throat washings gave in 60 cases
(=65,3%) a positive result in complement fixation
and showed negative findings in 32 cases (==34,7%).
This latter number contains also those cases of which
only sera of the first two weeks after onset of symptoms
were examined. Thus the complement fixation test
showed negative results only in 13 patients with
positive virus isolation whose sera were available to
us from the first as well as the second to third week
of illness. Simultaneous examinations of the sera of
these 92 patients for complement-fixing antibodies
against the three types of the poliovirus demonstrated
in 12 cases (= 20% of the sera which contained com-
plement-fixing antibodies against Coxsackie B5 virus)
a weak reaction to type III of poliovirus. The cross-
wise complement fixation test with Coxsackie B5
and poliovirus type II1 antigens and the correspond-
ing complement-fixing guinea pig hyper-immune
sera gave no indications of an antigenic relationship
of these two members of the enterovirus group.
When applying suitable antigens and an adequate
test method, the Coxsackie B5 complement fixation
test offers a supplement to the possibilities in entero-
virus diagnostic which also in the case of negative
virological findings might make a diagnosis possible.
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Die Beeinflussung des Friihgeborenen-Ikterus durch Wehenmittel *

Von
H. MextzEL und H. WoLr

Aus der Universitits-Kinderklinik Gottingen (Direktor: Prof. Dr. G, JOPPICH)

Die Haufigkeit eines verstarkten Icterus neonato-
rum bei Frihgeborenen hat durch den Nachweis eines
Mangels an Glucuronyl-Transferase in der nicht aus-
gereiften Leber ihre Erklirung gefunden (BrowN u.
Burxerr; Latere u. Warker). Einige klinische Be-
obachtungen beim Frihgeborenenikterus lassen sich
jedoch nicht allein auf die vorliegende Leberunreife
zuriickfithren. Beim Vergleich von Frithgeborenen-
gruppen aus verschiedenen Kliniken fillt eine erheb-
liche Streuung der Intensitit und der Frequenz des
Frithgeborenenikterus auf, die durch die Annahme von
methodischen Differenzen oder Méingeln bei der Bili-
rubinbestimmmung kaum ausreichend begriindet werden
kann. Es ist deshalb auf die Méglichkeit hingewiesen
worden, dafl additive exogene Faktoren die Entwick-
lung des Frithgeborenenikterus beeinflussen (Lucey).
MarTiUs beobachtete bei Neugeborenen nach er-
schwerter Geburt héufiger eine Verstirkung des Te-
terus neonatorum und prigte den Begriff des Bela-
stungsikterus. Vergleichsuntersuchungen von ScuErr-
LONG ergaben keine signifikante Abweichung des Mit-
telwertes der maximalen Bilirubinkonzentration bei
Neugeborenen mit Geburtskomplikationen. Bei eige-

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft.

nen Verlaufsuntersuchungen des Icterus neonatorum
an 97 Frihgeborenen zeigten sich gleichfalls stirkere
Streuungen der maximalen Bilirubinwerte, auch in-
nerhalb von Gruppen mit vergleichbarem Reifegrad
{bestimmt naech den von v. HARNACK u. OsTER an-
gegebenen Kriterien). Dieses unterschiedliche Ver-
halten vermittelte gleichfalls Anhaltspunkte fiir die
Beglinstigung des Frihgeborenenikterus durch zu-
sétzliche Faktoren.

Im Rabhmen einer umfassenderen Untersuchung
tiber eine exogene Beeinflussung der Tkterusintensitit
fiel bei einigen Zwillingspaaren, bei denen ein iiber-
einstimmender Reifegrad der Leber am ehesten an-
genomimen werden darf, ein abweichender Verlauf des
loterus neonatorum auf (Tabelle 1). Bei der Verab-
reichung von Wehenmitteln vor der Geburt des ersten
Zwillings entwickelten die Erstgeborenen einen deut-
lich stdrkeren Ikterus als die Zweitgeborenen. Wenn
zur Entwicklung des zweiten Zwillings Wehenmittel
erforderlich waren, lag das Bilirubinmaximum beim
zweiten Zwilling wesentlich hoher. Bei medikamentés
unbeeinflufllter Spontangeburt wichen die maximalen
Bilirubinwerte bei beiden Zwillingen nur geringfiigig
voneinander ab.

Auf Grund dieser Befunde vermuteten wir einen
Zusammenhang zwischen der Anwendung von Wehen-



