
15. 12. 1970 Specialia 1399 

Die H/imagglutination des Influenzavirus A~-Hongkong 

I m  I n s t i t u t  ftir Mikrobiologie und  Hygiene  der  Univer -  
sit/~t Basel wurde  im J a n u a r  1969 e rs tmals  in der  Schweiz 
die neue Var i an t e  H o n g k o n g  des In f luenzav i rus  isoliert  ~. 
W~Lhrend der  Frf ih jahrsepidernie  1969 wurden  im ganzen 
16 und  in der  zwei ten  Welle im W i n t e r  1969/70 wei tere  
9 Hongkong-StS~mme aus Untersuchungsma~cerial  yon  
P a t i e n t e n  gezt ichtet .  

Als E rggnzung  zu einer  Arbe i t  ~, die vor  al lem Fragen  
der  F e r m e n t a k t i v i t ~ t  und  -spezif i t~t  dieses Virus sowie 
das Verha l t en  gegen unspezif ische Inh ib i to ren  im Serum 
un te r such t ,  ve r suchen  wir  nun  das Virus ill der  Hgmagg lu -  
tii~ation ngher  zu un te rsuchen .  

Abkt~rzungen fiir die verwendeten Influenzavirus-Stiimme: 
A-PR8 A0-Puerto Rico 8/1936 
A~-Asia A~/Asia[1 [57 
A~-HK-SW A2-Hongkong/Switzerland/10/69 
A2-HK-ENG A2/Hongkong/England/1/68 

Me/hoden. Hiimagglutinationsspektrum. Die verschiede-  
non B l u t a r t e n  erhie l ten  wir  f reundl icherweise  vom Zoolo- 
gischen Gar t en  Basel  (Dres. 2 .  LANG und  H O ~ A N I q )  
und  yon  Dr. U~HLIN~ER, Tierspi ta l  Mfinchenstein.  

Mit 0,2 ml Allantoisf i i issigkeit  der  ve rsch iedenen  Viren 
wird  eine 2fache Verdf innungsre ihe  in physio logischer  
Kochsalz l6sung fiber 10 Ver t ie fungen  ether Plexiglas-  
p l a t t e  hergestel l t .  In  jede  Ver t ie fung  g ib t  m a n  0, 2 ml  einer  
1 % - E r y t h r o z y t e n s u s p e n s i o n .  Die Ablesung erfolgt  nach  
30-45 min  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r ,  nach  2 h bet  4~ 

Elutions/iihigkeit ~. 1 ml  Allantoisi lf issigkeit  wi rd  bet  
4 ~ m i t i  mt  1 0 % - E r y t h r o z y t e n s u s p e n s i o n  verse tz t .  Naeh  
15 min  wird  das Gemisch zent r i fugier t  und  eine Probe  
des ~ b e r s t a n d e s  zur Kont ro l le  der  vollst~Lndigen Adsorp-  
t ion der  Viren aus t i t r ier t .  Nach  Wiederaufschf i t t e ln  
k o m m t  das Gemisch ins Wasse rbad  von  37 ~ Nach  den 
en t sp r echenden  Zeitabst~tnden wird  zent r i fugier t  und  
du rch  T i t r a t ion  des Llbers tandes  festgestel l t ,  wie wei t  die 
E lu t ion  fo r tgeschr i t t en  ist. 

2)as Hiimagglutinationsspektrum. Jeder  Typus ,  jede  
Var i an t e  des In f luenzav i rus  h a t  sein m e h r  oder  weniger  
charak te r i s t i sches  S p e k t r u m  der  Erythrozy~cenarten, die 
agglu t in ier t  werden.  Die Angaben  fiber HS.magglutina-  
t i onsspek t ren  in der  L i t e r a tu r  ~,~ s ind sct lwankend,  teil-  
weise sogar widersprechend .  Abgesehen  yon  den Diffe- 

renzen  bet den versch iedenen  Unte rsuchern ,  die m i t  der  
U n t e r s u c h u n g s m e t h o d i k  zusammenh/ ingen ,  spielen Va- 
r iable "con Sei ten des Virus  (Provenienz,  Anpassungs -  
phase),  yon  Sei ten der  E r y t h r o z y t e n  (Alter, Schwan-  
kungen  bet versch iedenen  B lu tp roben  derse lben Spezies) 
und  von  Sei ten des Reakt ionsmi l ieus  eine Rolle 4. 

Ausse rdem ist die U m g e b u n g s t e m p e r a t u r ,  wie noch ge- 
zeigt  werden  soil, yon  en t s che idendem Einfluss.  Unsere  
Versuche  zur Aufs te l lung eines H~magglu t ina t ionsspek-  
t r u m s  wurden  bet Z i m m e r t e m p e r a t u r  (25-30 ~ und  in 
k le inerem R a h m e n  bet 4 ~ durchgef i ihr t .  

Tabel le  I zeigt, dass  bet  Z i m m e r t e m p e r a t u r  und  in der  
K~Llte das A2-Asia-Virus das bre i tes te  S p e k t r u m  hat ,  
gefolgt  v o m  A2=HK-SW und  A~-HK-ENG,  d a n n  yore  
A-Pr8  und  B-LEE-Vi rus .  

Die bet  Z i m m e r t e m p e r a t u r  durchgef f ih r ten  Versuche  
weisen erhebl iche Untersch~ede in den Spek t r en  yon  
A2-Asia und  A2-HK auI. E ry t t l r ozy t en  yon  Rind,  Kalb,  
Pferd,  P o n y  und  von  der  S tache lmaus  wurden  von  den 
A2-HK-StS.mmen n ich t  agglu t in ier t  im Gegensatz  zum 
A~-Asia. 

Bet 4 ~ weisen das A~-HK-SW-  und  A~-HK-ENG-Vi rus  
ein erhebl ich bre i teres  Sp ek t ru m als bet  Z i m m e r t e m p e r a -  
fu r  auf, nur  die E r y t h r o z y t e n  der S tache lmaus  k6nnen  
yon  be iden  S t ~mmen  n ich t  agglu t in ier t  werden.  

Allerding sind die Ti ter  bet  Rind,  Pferd; P o n y  erhebl ich 
niedriger  als bet A~-Asia und  zum Teil i n k o n s t a n t ,  das  
heiss t  n ich t  reproduz ie rbar  mi t  anderen  Allantoisflfissig- 
kei ten  desselben S t a m m e s  oder  m i t  E r y t h r o z y t e n  andere r  
Provenienz .  Das  best~t igt ,  dass einzelne Vi russ t / imme 
gewisse E r y t h r o z y t e n a r t e n  nur  bet  4 ~ agglut in ieren oder  
zumindes t  bet 4 ~ viel h6here  Ti ter  zeigen als bet Z immer-  
t e m p e r a t u r  ~, ~. 
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Tabelle I. H~magglutinationsspektren 

=2 ~ N N N ~: N :~ ~ N ~ ~ N N N N m 

B-Lee ++++ +++ ++++ ++++ +++ ++ - 4-+++ . . . . . . . . .  
A-PR8 ++++ +++ +++ ++++ ++++ - - ++++ . . . . .  (++) +++ - 
A.2/HK[SW[lO/69++++ ++ ++ ++++ ++++ ++ (+) ++++ . . . .  (++) + ++ (+++) - 
A.2/HK/ENG/1/68++++ +++ +++ ++++ ++++ +++ (+) ++++ . . . .  +++ + ++ ++++ - 
A2-Asia/1/57 ++++ +++ ++++ ++++ ++++ (+) +++ ++++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++ +++ ++++ +++ 

B-Lee ++++ +++ - - (+++) ++ ++ - - 
A-PR8 ++++ +++ + (+) ++ +++ +++ ++ - 
A~/HK/SW/10/69 ++++ + (+) (+) ++ +++ +++ ++++ - 
A~IHK/ENG/I/68 ++++ + (+) (+) ++ ++ +++ +++ - 
A~-Asia/1/57 ++++ ++++ +++ ++++ +++ +++ +++4- +++ ++++ 

Zimmer- 
temperatur 
(25-30 ~ 

+4~ 

++++, regelm~issige Agglutination in hohen Titern. +++,++,+, entspreehend niedrigere Titer. (+++), (++), (+), unregelm~issige Agglutination 
in den entsprechenden Titern (das heisst in einigen Versuchen keine Agglutination).-, keine Agglutination. 
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Tabelle II. Elution des As-Asia- und A2-HK-SW-Stammes von versehiedenen Erythrozyten~ 

EXPERIENTIA 26/12 

H~ilnagglutinationstiter des 1Jberstandes 

Nach Elution Elution Elution Elution Elution 
Adsorption 1 h 2 h 5 h 8 h 24 h 

As-Asia 1 : 512 

As-HK 1:256 

Huhn < 2 32 64 128 128 128 
Esel < 2 128 128 128 128 128 
Rind < 2 128 128 128 128 128 
Ziege 4 64 64 128 128 128 
Staehelmausb 16 128 128 128 128 256 
Pferd < 2 4 8 16 32 32 

Huhn < 2 4 16 64 128 128 
Esel < 2 16 32 64 64 64 
Rind b 8 64 64 128 128 128 
Ziege 4 32 32 64 64 64 
Staehelmaus b 32 64 64 64 128 128 
Pferdb 8 32 32 64 64 64 

Die Zahlen geben den reziproken Wert der Virusendtiter an. b Erythrozyten, die bei Zimmertemperatur mit dell entsprechenden Viren 
nieht agglutinieren. 

I s t  n u n  die schnel lere  E l u t i o n  n a c h  er folgter  A d s o r p t i o n  
daf i l r  ve r an twor t l i c h ,  dass  m a n c h e  Vi ren  bei  Z immer -  
t e m p e r a t u r  d iese lben  E r y t h r o z y t e n  n i c h t  zu agg lu t in ie ren  
vermSgen,  die sie bei  4 ~ w e n n  auch  in n iedr igen  Ti te rn ,  
agg lu t in i e ren  ? U m  diese F rage  fiir das  A2-HK-Virus  zu 
kl~Lren, wurde  die E l u t i o n  des A~-Asia- u n d  A 2 - H K - S W -  
S t a m m e s  yon  verschiedeneI1 E r y t h r o z y t e n a r t e n  gepri if t .  

Tabel le  n zeigt  folgendes:  1. Die Elut ionsf~ihigkei t  des 
A2-HK-SW-Vi rus  is t  ger inger  als die des A~-Asia bei  den  
E r y t h r o z y t e n  des H u h n e s  u n d  des Esels.  2. Sie is t  v o n  
derse lben  G r 6 s s e n o r d n u n g  bei  den  E r y t h r o z y t e n  des R in -  
des, der  Ziege u n d  der  S tache lmaus .  3. Sie is t  gr6sser  fiir 
A2-HK bei  den  E r y t h r o z y t e n  des Pferdes.  

Diskussion. Wir  n e h m e n  folgende A r b e i t s h y p o t h e s e  a n  : 
Die A d s o r p t i o n  der  Vi ren  an  die E r y t h r o z y t e n  is t  t em-  
peraturunabh~Lngig.  Die E l u t i ons ges chw i nd i gke i t  h in-  
gegen is t  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  gr6sser  als bei  4~ 4. Sie 
k a n n  so gross werden,  dass  t r o t z  e r fo lg ter  A d s o r p t i o n  
ke ine  A g g l u t i n a t i o n  m e h r  s t a t t f i n d e t .  

Die E lu t i onsgesch w i nd i gke i t  yon  A2-Asia is t  offensicht-  
l ich n i c h t  gross genug,  u m  eine A g g l u t i n a t i o n  der  E r y t h r o -  
zy t en  d u r c h  das  Vi rus  zu ve r h i nde r n ,  d a  das  A2-Asia- 
Vi rus  aueh  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  alle u n t e r s u e h t e n  E ry -  
t h r o z y t e n  agglu t in ie r t .  Bei  den j en igen  E r y t h r o z y t e n ,  die 
bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  d u r c h  das  A2-HK-Vi rus  agglut i -  
n i e r t  werden,  soll te die E l u t i ons ges chw i nd i gke i t  des A2-HK 
gleich gross oder  k le iner  sein als die des A2-Asia. Das  is t  
der  Fa l l  ftir die E r y t h r o z y t e n  des Huhnes ,  des Esels  u n d  
der  Ziege. 

Die E lu t i onsgesch w i nd i gke i t  des A2-HK-Virus  yon  den-  
j en igen  E r y t h r o z y t e n ,  die bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  n i c h t  

agg lu t in i e r t  werden,  soll te gr6sser  sein als die des A2-Asia- 
Virus.  Das  s t i m m t  n u r  fiir die E r y t h r o z y t e n  des Pferdes.  
Die E r y t h r o z y t e n  des R indes  werden  bei  Z i m m e r t e m p e r a -  
t u r  yon  den  A a - H K - S W - V i r e n  n i c h t  agg lu t in ie r t ,  obwohl  
diese ke ine  gr6ssere E lu t i onsgeschwind igke i t  yon  diesen 
E r y t h r o z y t e n  zeigen als die A~-Asia-Viren,  die diese 
E r y t h r o z y t e n  a u c h  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  zu agglut i -  
n ie ren  ve rmSgen .  

Fi i r  die E r y t h r o z y t e n  des Huhnes ,  des Esels,  der  Ziege 
u n d  des Pfe rdes  k S n n t e  die Gr6sse der  E lu t ionsgeschwin -  
d igke i t  also den  Ausschlag  geben,  ob  bei  Z i m m e r t e m p e r a -  
t u r  e ine A g g l u t i n a t i o n  d u r c h  das  A2-HK-SW-Vi rus  s t a t t -  
f i nde t  oder  n ich t .  F i i r  die E r y t h r o z y t e n  des R indes  mi iss te  
eine ande re  Erkl~irung ge funden  werden.  

Summary. A2-Hongkong  in f luenza  v i rus  does no t  
agg lu t i na t e  t he  e r y t h r o c y t e s  of t he  cow, t he  calf, t h e  
horse,  t h e  pol ly a n d  t he  sp iny  mouse  a t  room t e m p e r a t u r e ,  
whi le  t he  A2-Asia in f luenza  v i rus  causes  agg lu t ina t ion .  
A t  a t e m p e r a t u r e  of 4 ~ A , - I I o n g k o n g  was able  to  agglu-  
t i n a t e  t h e  e r y t h r o c y t e s  of all  species e x a m i n e d  excep t  
those  of t he  sp iny  mouse.  W h e t h e r  t he  A , - H o n g k o n g  v i rus  
does or does no t  a g g l u t i n a t e  t he  e r y t h r o c y t e s  of t h e  
chicken,  t he  donkey ,  t he  goat,  t h e  sp iny  mouse  and  t h e  
horse  a t  r oom t e m p e r a t u r e  could d e p e n d  on t he  speed 
of e lut ion.  

W. R. FREY 

Institut /i~r Mikrobiologie und Hygiene der 
U,dversitiit Basel, CH-d057 Basel (Schweiz), 
23. Juli 1970. 

Zur Massenkultur des insektenpathogenen Pilzes Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 

Von  den  i n s e k t e n p a t h o g e n e n  Pi lzen wi rd  fiir Versuche  
zur  b io logischen  Bek~tmpfung yon  S c h a d i n s e k t e n  Beau- 
veria bassiana a m  h~Lufigsten b e n u t z t  1. Solche A n w e n d u n g  
wird  s ich u m  so le ichter  rea l i s ieren  u n d  in t ens iv i e ren  las- 
sen, je  e infacher ,  bi l l iger  u n d  ergiebiger  die M a s s e n k u l t u r  
des Pilzes u n d  die G e w i n n u n g  seiner  Kon id i en  ist. Kul-  
t u r e n  s ind auf  fes ten  oder  fliissigeI1 N/~hrmedien m6gl ich  
u n d  f i ihren  re l a t iv  l a n g s a m  zu den  z iemlich w ide r s t ands -  
f~ihigen K o n i d i e n ;  oder  sie erfolgen s ubm er s  in  geeigneter  

N~ihrI6sung u n d  l iefern schnel l  grosse Mengen  von  Bla-  
s tosporen,  die abe r  weniger  widers tandsf~ihig sind.  Auch  
I ~ o m b i n a t i o n e n  von  S u b l n e r s k u l t u r  u n d  nach fo lgende r  
Ober f l / i ehenku l tu r  (du rchwachsene  Kul tur f l i i s s igke i t  in  

1 E. Mi3LLER-K6GLER, Pilzkrankheiten bei Imekte~ (P. Parey, Ber- 
lin und Hamburg 1965). 


