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sections of the valves and myocardium. Staining specifi- 
c i ty  of the  different %ypes of coxsackie B ant isera  was 
confirmed by :  (a) posit ive fluorescence when the  respec- 
t ive  types  of ant isera were reacted with monkey  kidney 
cell culture infected with known types  of coxsackie virus 
(Figure la ,  lb) ,  (b) a posit ive staining reaction in both 
valves and myocardia l  tissue of mice infected with a B 4 
s train of coxsackie virus when reacted with type  specific 
(B4) antiserum, (c) a negative staining reaction when anti-  
serum to the  proteins  of monkey kidney cell medium was 
used in the  posit ive human valvular  and myocardial  
tissue sections, and (d) a s t r ic t ly  cytoplasmic localization 
of the  fluorescence. 

Seventeen hearts  were posit ive for coxsackie viral  
antigens within the myocardium. Four teen  cases showed 
more than  one type  of coxsackie B antigen. The most  
~requent types  Were B~ and B v Antigen displayed a br ight  
intracel lular  cytoplasmic fluorescence scat tered focally 
throughout  the myocardium (Figures 1, 2). (9/ the 40 
pat ients  less than  30 years of age 15 showed varying 
degrees of antigen present  within the  myofibers. Focal  
chronic interst i t ia l  myocaxditis  was observed in the  17 
pat ients  in hematoxylin-eosin stained sections. 

There were 3 cases of viral  valvulitis.  They were posit ive 
for types B v B~ and B v 'respectively. Fluorescent  viral  
antigen was located discretely within the  s t romal  tissue 
elements of the mi t ra l  valves in all instances (Figure 3). 
Hematoxyl in-eosin s tained sections showed mononuclear 
cellular infi l trat ion and fibrosis. One pa t ien t  was 3 days 
old, another  5 years, and a third 55 years. The la t ter  had  
gross valvular  thickening. 

This s tudy  demonstrates  t ha t  coxsackie viral  antigen 
can be identified in both  valves and myocaxdium by  
immunofiuorescent  techniques in a significant number  of 
pat ients  coming to routine autopsy.  I t  seems t ha t  the  
incidence of valvuli t is  and myocaxditis may  well be sig- 
nificantly higher than  the current  l i tera ture  suggests. The 

demonstra t ion tha t  this  ant igen can invade and cause an 
inf lammatory  react ion within the valvular  tissue seems 
impor tant .  I t  seems qui te  l ikely t ha t  a certain proport ion 
of chronic valvular  disease now thought  to be.of rheumatic  
or unknown origin may  well be the  result  of viral  infection. 
Since the  incidence of these infections is much higher in 
the  infants and the  young adul ts  i t  is l ikely tha t  viral  
invasion a t  this  t ime may  produce a subclinical slowly 
progressive valvular  damage. These studies will be re- 
ported more extensively elsewhere s, The role of the im- 
munofluorescent methods in the diagnosis of viral  disease 
of the  hear t  and  valves needs further  e x p l o r a t i o n t  

Zusammen/assung. Die Gegenwaxt yon Coxsackie-Virus 
Antigen wurde mi t  Ant ik6rper-Test  in Klappen  und 
Herzmuskel  j unger Pa t ien ten  mi t  verschiedener Todesur-  
sache festgestellt.  Von 55 Herzuntersuchungen waren 17 
Herzmuskeln und 3 Mit ra lk lappen f~r Coxsackie-Virus 
Antigen positiv.  In  den moisten F~llen konnte  B-2 und 
B-5 beobachte t  werden. In  allen posi t iven F~llen zeigten 
die histologischen Untersuchungen intersti t iel le Herz-  
muskeI- und chronische Klappenentzfindung.  

G. E. BURCH, S. C. SuN, 
H. L. COLCOLOUGH, I:~. S. SOHAL 
and N. P. DE PASQUAL:E 

Department o/Medicine o] the Tutane University School o/ 
Medicine and Charity Hospital o/Louisiana, New 
Orleans (Louisiana 70112, USA), 5 June 7967. 

8 G. E. BUNCH, S. C. SuN, H. L. COLCOLOUGH, R. S. SOHAL and 
N. P. D~PAsQUALE, Am. Heart J. 7d, 13 (1967). 

9 Supported by grants from the United States Public Health Service 
and the Rudolph Matas Fund for the Kate Prewitt  Hess Labora- 
tory. 

Teratogene Wirkun~ yon 1-Phenyl- 
3,3-dimethyl-triazen, Erzeugung von Gaumen- 

spalten bei BD-Ratten 

N-Athyl-N-ni t rosoharns toff  *,~, l~2-Di/~thyl-hydrazin, 
Azo-, oder Azoxy-/i than (noch nicht  ver6ffentlicht), als 
einmalige Dosis yon 25% der LD 50 schwangeren Ra t t en  
des Seammes BD I X  am 15. Tage post  coi tum gegeben, 
erzeugten bei fast  allen Nachkommen Missbildungen der 
Pfoten, aber  niemals GaumenspaIten.  Demgegen/iber 
fanden wir im Phenyl-dimethyl- t r iazen eine Substanz, 
die am gleichen Objekt  und unter  gleichen Bedingungen 
vorwiegend Gaumenspal ten hervorruft .  Da  die M6glich- 
kei t  selektiver Wirkungen fiir die Teratogenese-Forschung 
wichtig erscheint, und da  PEARN a kfirzlich die spezifisehe 
Erzeugung gerade dieser Missbildung mi t  rohen Ex t rak ten  
aus Indigo/era spicata beschrieb, soll fiber unsere Ergeb- 
nisse kurz ber ichtet  werden. 

1-Phenyl-3, 3-dimethyI-tr iazen (PDMT), C6Hs-Iq=N-N- 
(CHa) s, ist  ein ausgesprochen neurotropes Carcinogen 4. 
Schwangere Ra t t en  der St/ imme BD VI (CPaH, schwarz) 
und BD I X  (CPAH, wildfarben) erhielten am 15. Tage pos t  
coi tum eine einmallge Dosis yon 75 mg/kg K6rpergewicht  
m 01 gel6st als s.c. Injektion.  Die zeitgerecht spontan 
geborenen Nachkommen waxen kurz nach der Geburt  ge- 
s torben und z.T. yon der Mut ter  aufgefressen. Daher  

konnten nut  7 Neugeborene untersucht  werden. Sic 
ba t t en  s~mtlich Gaumenspal ten (Figur a). Die Atemwege 
waxen mi t  Schleim verstopft .  I m  Magen land  sich keine 
Milch. Das Ergebnis  konnte  in mehreren Wiederholungs- 
versuchen best~itigt werden. Trotz  zahlreicher Verluste 
beobachteten wir unter  23 Nachkommen 16 F~illc yon 
Gaumenspalten,  davon nur 5 gleichzeitig mi t  Missbildun- 
t e n  der Proton. Ein spontanes A.uftreten yon Gaumen- 
spal ten haben  wir bei BD-Ra t t en  niemals beobachtet .  

Kleinere D o s e n v o n  PDMT, die zur Prfifung auf t rans-  
placentare carcin0gene Wirkung gegeben wurden, waxen 
nicht  teratogen.  Das Glei6he ba t t en  wir bereits  bei  den 
oben genannten Substanzen beobachtet .  In  allen F/illen 
erwies sich die teratogene Wirkung  - i m  Gegensatz zur 
carcinogenen - als Funkt ion  der Konzentra t ion des Giftes 
(~t Konzentrations-Wirkung,>). 
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/~thyl-nitrosoharnstoff ~, !, 2-Digthyl-hydrazinS, Azo- 
und Azoxygthan 6 sind stark wirksame Carcinogene. Nach 
transplacentarer Einwirkung erzeugten auch sehr geringe 
Dosen be i  fast s~Lmtlichen Nachkommen (insgesamt etwa 
600) im Alter yon meist 150-300 Tagen maligne Tumoren 
im Gehirn und Nervensystem 1,2 Dagegen haben wit nach 
Gabe yon PDMT a m  15. Tage post coitum bei den auf- 
gezogenen Nachkommen bis zum Alter yon 500 ~agen 
bisher keinen einzigen Tumor beobachtet. Daher sind fiir 
die teratogene und die carcinogene Wirkung des PDMT 
verschiedene Mechanismen anzunehmen. 

PDMT zerfAllt nach  Protonierung (pH 6) in Di- 
methylamin und Phenyldiazonium. Bei der relativ sauren 
Reaktion im F6t  kiime dieser Mechanismus fiir die/tera- 
togene Wirkung in Frage. Andererseits konnten wir nach- 
vceisen 4, .dass PDMT metabolisch z.B. durch Leber- 
Mikrosomen yon erwachsenen Rat ten  bei Anwesenheit 
yon TPNH und Sauerstoff unter  Abspaltung yon Form- 
aldehyd zum Phenyl-monomethyl-tr iazen (PMT) de- 
methyliert  wird. PMT verhliat sich wie ein stabilisiertes 
Diazomethan~, s, das bereits bei pH 9 neben Anilin frei.* 
gesetzt wird. Hierauf beruht  walarscheinlich die spezifisch 
neurotrope carcinogene Wirkung des PDMT. 

In  einem weiteren Versuch, bei dem das PDMT erst am 
letzten Tage der Schwangerschaft injiziert wurde, haben 
wir bei Nachkommen bereits die Ents tehung von Hirn- 
tumoren beobachtet. Danach ist ~ anzunehmen, dass die 
FAhigkeit zur oxydativen Demethytierung yon PDMT am 
15. Tage der f6talen Entwicklung noch nicht  vorhanden 
ist, sondern erst spiiter erworben wird. 

Zur weiteren Klgrung haben wir die Monomethyl-Ver- 
b indung (PMT) auf teratogene .Wirkung untersucht.  Die 
einmalige s.c. Injektion yon 75 mg/kg am 15. Tag post 
coitum fiihrte bei alien 22 beobachteten Nachkommen zu 
Gaumenspalten und weiteren Missbildungen, darunter  
Phokomelie, Adaktylie und Mikrostomie, (Figur b). PMT 
ist offenbar sti~rker wirksam, als PDMT. Der Wirkungs- 
mechanismus wird in weiteren Versuchen gepriift. 

Summary.  1-Phenyl-3, 3-dimethyl-triazene and its 
monomethyl-derivative, when given as single s.c. injec- 
t ion of 75 mg/kg b.w. to pregnant  rats on the 15th day of 
gestation, proved to be powerful cleft palate teratogens. 
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Teratogene %Virkungen an BD IX-Ratten. Oben (a) Gaumenspatten 
nach CeHs-N = N-N(CH3)2, unten (b) Gaumenspalten, Phokomelie, 
Mikrognatie und Adaktylie nach C6H~-NH-N = N-CH~ jeweils ein- 

ma175 mg/kg am 15. Tage post coitum. 
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T h e  E n h a n c i n g  Ef fec t  o f  E D T A  o n  t h e  
A n t i b a c t e r i a l  A c t i v i t y  o f  N a l i d i x i c  A c i d  

a g a i n s t  Pseudomonas aeruginosa 

Nalidixic acid, one of a series of 1, 8-naph-thyridine 
derivatives, was first synthesized by LESSER et al. x and 
introduced in to  general clinical use in 1964. In  vitro and 
in vivo experience suggests tha t  the medication has many  
advantages over other available agents (McDoNALD'). 
However, as in other antibacterial agents, the microbial 
resistance is induced relatively quickly, especially in the 
case of Pseudomonas aeruginosa (BUCHBINDER et al.8). 
During t reatment  or during performance of in vitro 
studies, susceptible microorganisms are eradicated, leav- 
ing their resistant counterparts to emerge. The epidemio- 
logical importance of these organisms is unknown, bu t  it 

is conceivable tha t  they may become prevalent in a 
hospital environment  in which nalidixic acid is used ex- 
tensively. Besides this epidemiological hazard, the chance 
that  resistant organisms wilt develop in 25~/o of patients 
treated with nalidixic acid sharply limits the usefulness 
of the drug (RONALD et al4). Therefore we attempted, in 
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