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Einleitung

Zum crsten Mal wurde von Mc FADYEAN (g) im Jahre 1900
festgestellt, dass die seit langer Zecit in Afrika bakannte Pferdepest
von einem Virus hervorgerufen wird. Die Krankheit ist vorwiegend
in Stid-, Ost-, und Mittelafrika verbreitet, kommt aber auch in Siid-
arabien, im Iran, im Irak und in Syrien vor. Von hier breitete sie
sich im jahre 1960 auch auf die Tiirkei aus.

Die Afrikanische Pferdepest ist eine fiir Einhufer tédlich verla-
ufende Infcktionskrankheit, die vornehmlich an Kopf, Hals und in
den Augenhéhlen Oedeme sowie in den inneren Organen Blutun-
gen hervorruft. Daneben finden sich pathologisch-anatomisch eine
hochgradige katarrhalischc Schwellung der Magen— und Diinn-
darmschleimhiute, die mit Blutungen und Geschwiirsbildung ein-
hergehen kann, sowie in einem Teil der Fille ein akutes Lungeno-
dem. Die Milz ist nicht vergréssert.

Im jahre 19o1 wurde durch Theiler und andere Forscher fest-
gestellt, dass die Erreger dicser Erkrankung Chamberland- und Ber-
kefeld-Filter passieren kénnen (AKTAN (1)). Damit war die Virus-
natur dieser Erreger bewiesen.

Das Virus ist im Blut, im Exsudat und Bronchialsekret und
mitunter auch im Urin der crkrankten Tiere nachweisbar.
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Die Grosse des Virus schwankt nach Ultrafiltrationsversuchen
von POLSON (15) zwischen 40 und 60 mu. Bei Ultrazentrifugations-
versuchen konnte zwischen den einzelnen Viruspartikeln kein we-
sentlicher Grossenunterschied festgestellt werden. Das Molekular-
gewicht des Virus betragt etwa 41 Millionen. Das Kapsid besteht
aus 92 Kapsomeren. Innerhalb der ARBO-Gruppe konnte der
Erreger bisher nicht niher eingeordnent werden (ROLLE u. MAYR
(17)). POLSON fand bei spiteren Untersuchungen mit dem
Diffusionsverfahren, dass die Viruspartikel eine runde Form auf
weisen (HAZRATI u. TASLIMI (6)). Im Gegensatz hierzu stel-
ten BASKAYA u. GURTURK (3) elektronenmikroskopisch fest,
dass die Pferdepestviruspartikel sowohl runde als auch gerade
Formen annchmen kénnen. Nach ihren Untersuchungen liegt die
Grosse der Viruspartikel zwischen 4o und 8o mu. Nach Untersu-
chungen von ALEXANDER (2) weisen die Viren verschiedene anti-
gense Eigenschaften; auf. So konnte er mit dem intracerebralen Neut-
ralisationstest bei Babymausen verschiedene Virustypen identifizieren.
Ebenso konnte McINTOSCH (10) von 42 mit dem gleichen Neut-
ralisationstest untersuchten Virusstammen 7 immunologisch versc-
hieden reagicrende Typen aussondern. Diese 7 heterologen Typen,
die mit der Komplementbindungsreaktion nicht erfassbar sind,
scheinen ein einheitliches KBR-Antigen. zu besitzen. Hierzu ist noch
zu bemerken, dass der von HAZRATI u. TASLIMI (6) in Pakistan
und Persien isoliertc Virusstamm bei Kreuzimmunisationstesten
eine Antigen-ahnlichkeit mit den anderen 7 verschiedenen immuno-
logischen Typen aufweist.

BASKAYA, u. GURTURK (3) untersuchten diese 7 Typen
elektronenmikroskopisch und konnten hierbei feststellen, dass zwisc-
hen den einzelnen Typen weder in Grosse noch in der Form Unter-
schiede bestanden.

Zur prophylaktischen Schutzimpfung werden heute in den ver-
schiedensten Lindern polyvalente Lebendvakzine verwendet, die
alle immunologisch voneinander abweichenden Stamme und Typen
enthalten miissen.

Bisher ist es gelungen, das Virus der Afrikanischen Pferdepest
ausser im embryonierten Hiihnerei auch bei Versuchstieren und
in den verschiedensten Gewebekulturen zu ziichten.

Von ALEXANDER (2) wird mitgeteilt, dass sich das Virus im
4 bis 5 Tage alten, embyronicrten Hithnerei vermehrt, ohne dass es
zu einem Absterben des Embryos kommt. Jedoch ist es noch nicht
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gelungen, aus im embryomcrtcn Huhnerel vermehrten Viren eine
wirksame Vakzine herzustellen.

Von den gebrauchlichen Laboratoriumstieren erkranken Ma-
use und Meerschweinchen nach intracerebraler Injection von Virus-
material toédlich. Der Erreger lisst sich in diesen Tieren auch fort-
laufend passagieren, wobei cr fir Miuse bzw. Meerschweinchen
stetig virulenter, fiir Pferde dagegen immer schwacher virulent wird
(ROLLE u. MAYR (17)). Ebenso gelingt eine Vermehrung des Virus
bei Ratten, Hunden und Frettchen.

MIRCHAMSY u. TASLIMI (11) konnten das asiatische Pfer-
depestvirus auf aus Hamsternierenepithelzellen hergestellten Gewe-
bekulturen adaptiercen.

OZAWA u. HAZRATI (13) versuchten das Virus aus norma-
len Amnionzellen des Menschen, aus Larynx-Epidermoid-Zellen,
Carcinom-Zellen, aus Affennicrenepithelzellen (G.M.K. und M.S.),
aus Babyhamsternierenepithelzellen und aus Kalbnierenepithelzel-
len bestehenden Gewebekulturen zu vermehren. Lediglich auf Ge-
webekulturen aus Babyhamsternierenepithel- und Affennierene-
pithel-zellen (G. M. K. und M. S.) gelang ihnen die Anziichtung.

Von OZAWA. HAZRATI u. EROL (14) wurde festgestellt,
dass die aus Babyhamsternierenepithelzellgewcbekulturen herges-
tellten Vakzine einc bessere Immunitiat gegen die Afrikanische Pfer-
depest hervorriefen, als die aus infizierten Mausehirnen, hergestellten
Vakzine.

Material und Methode

Die durchgefiirhten Untersuchungen gliederten sich in 5 Ab-
schnitte:

1 . Virusvermehrungsversuche auf Gewebekulturen
2 — Elektronenmikroskopische Untersuchung des Pferdepest-
virus
3 — Bestimmung der hamagglutinierenden Aktivitit des Pferde-
pestvirus. _
. 4 — Immunitats-, Titrations— und Neutralisationsversuche

5 . Immunisierungsversuche bei Pferden mit selbst herge-
stellter Vakzine,

-Die zur Untersuchung verwendeten 7 verschiedenen Viruss-
tamme (Karen, L., OD., A 501, 11, VH, Vhyreid) wurden uns vom
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bakteriologischen Institut Elazig zur Verfiigung gestellt. Ebenso
kam der fiir die Immunisierungsversuche benutzte pathogene -Viruss-
tamm von demselben Institut.

1 — Virusvermehrungsversuche auf Gewebekulturen.

Fiir die Virusvermehrungsversuche sind folgende Gewebekul-
turen verwendet worden:.

Kaninchennierenepithelzellen
Pferdenierenepithelzellen
Esclnierenepithelzcllen
Hamstcrnierenepithelzellen
Lammnierenepithclzellen
Ziegenniercnepithelzellen

Kalbnierenepithelzellen

7R me a0 o R

Hundenicrenepithclzellen
Monkey kidney stables (MS)
k. Green monkey kidneys (G M K)

—

Fiir die Herstellung der Gewebckulturen aus Schaf-, Kalb und
Ziegenriierenepithel Zellen sind 4 bis 8 Monate alte Jungtiere verwen-
det worden. Die Hundenierenepithclzellen wurden von 1 bis 4 Woc-
hen altcn Welpen und die Pferde— und Eselnierencpithelzellen von
3 Monate alten Jungticren gewonnen. Zur Herstellung von Kanin-
chen—, Hamster und Maiusecpithelzellkulturen dienten dic Nicren
unbehaarter Jungticre.

Als Zellvermehrungsmittcl wurden fiir Kalb- und. Schafnieren-
‘epithelzellen 5 % iges Kalb— bzw. 5 %, iges Pferdeserum, fiir Esel-
nierenepithelzellen 10 9% iges Kalb— bzw. 5 iges Schafserum ver-
wendet. Die Seren wurden mit Lactalbumin gemischte Hanks-Lo-
sung aufbereitet, wic es von BURKI (4) bechricben wurde. Nach
der gleichen Methode wurden die Pferde-, Kaninchen- und Méu-
senieren— epithelzellen behandelt. Anstclle von 5 % igem wurde
hierbei 10 %, iges Kalbserum benutzt. Fiir die MS-, die GMK-Zellen
und dic Babyhamsternierencpithclzellen wurde mit 10 9, igem
Kalbserum gemischte YLE-Losung (12) als Zellvermehrungsmittel

gebraucht. 10 und 20 9, iges Pferdeserum (CSV (13)) diente als-

Niahrmedium fiir diec Hunde und Eselnierenepithclzellen.

Der pH-Wert der Nihrmedien wurde mit Natriumbikarbonat
eingestellt und in einer 5 % igen CO, Atmosphiare gehalten.
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Als  Virusvermehrungsmittel dientc eine 2 9, ige, inaktivierte.
mit Kalbserum vermischte Hanks-Lésung. Zur ausfiihrung des Plak-
Testes wurde dieser Mischung 0,9 %, iges Jeloz hinzugefiigt.

Die MS- und GMZ-Zellen wurden uns von Dr. Togaya (Nati-
onal institute of health, Tokyo, Japan) und von Dr. Ozawa (Near
east animal health institute, Teheran, Iran) zur Verfiigung gestellt
und nach der Delbecco-Methode (5) vorbereitet. Diese Zellen ver-
mchrten sich nach ciner 3 bis 6 Tage langen Bcbriitungsdauer bei
370 C. Die Nahrmedien wurden alle 3 Tage gewechselt. Auser den
MS- und GMK- Zcllen und den Babyhamsternierenepithelzellen
wurden Gewebekulturen mit Primirzellen angesetzt.

Nach Sterilititskontrolle wurden dic Gewcbekulturen mit einer
0,1 cc/cc viruslhaltingen Gehirnemulsion, die in PBS-Losung im Ver-
hiltnis 1:10 suspensiert war, beimpft. Nach einem Aufenthalt von
45 Minuten im Brutschrank bei 370 C wurde den beimpften Gewe-
bekulturen eine Virusvermehrungslésung hinzugefiigt. Nach sich da-
ran anschliessender 72 bis g6 stiindiger Bebriitungsdauer bei 370C
zeigte sich bei fast allen beimpften Gewebekulturen ein deutlicher
“cytopathogenic effect”.Die infizierten Gewebekulturen wurden darauf
eine Nacht bei - 20° C aufbewahrt, am nichstcn Tag bei Zimmer-
temperatur aufgetaut und 30 Min. lang mit 3000 Umdrehungen
zentrifugiert. Hierdurch war die Gewahr gegeben, dass alle Zell-
teilchen véllig entfernt und nur noch reine Virussuspension vorhanden
war.

Zur Viruspassage wurden nur liickenlose Gewebczellkulturen
verwendct. Die Gewebekulturen wurden nach Abgiessen des. Zell-
vermehrungsmediums abgewaschen und mit o0.05 cc/cc Virussus-
pension beimpft. Danach wurden sie 45 Minuten lang im Brutsch-
rank bei 370 C bebriitet und hierauf mit Virusvermehrungslérsung
beschickt. ‘

2. Elektronenmikroskopische Untersuchung des Pferdepestvirus.

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung gelangten mit
Pferdepestvirus infizierte Gewebckulturen und Mausegehirne, Zu-
néchst wurden diese nach der Fraktionsmethode zentrifugiert. Tropfen
der so erhaltenen Suspension wurden auf mit Formvar iiberzogene
Netze gebracht und mit Platin bedampft.

Die Untersuchung erfolgtc mit dem Zeiss-Elektrronenmikros-
kop.. .

'3 . Bestimmung der hamagglutinierenden Aktivitat des Pfer-
depestvirus.
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Zum Nachweis des Hamagglutinins wurden infizierte Mausege-
hirne und Gewebekulturen extrahiert. Fiir die Hamagglutination
wurden Meerschweinchen-, Kaninchen-, Ziegen—, Schaf-, Pferde-,
Esel- und Kalb- Erythrozyten in 0,5 % iger Aufschwemmung benutzt.

4 . Immunitats—, Titrations und Neutralisationsversuche.

Fiir Virus-Titrationen wurden infizierte Mausegehirne und
MS- Kluturen verwendet. 5 bis 6 Wochen alte Mause wurden mit
0,05 cc verschiedener Virussuspensionen, denen 2 % iges Kalbse-
rum mit YLE-Losung zugefiigt wurde, intracerebral infiziert. Jede
so zubereitete Virussuspension wurde 5 Miusen verabreicht. 5 ande-
re Mause, die mit unbeimpften Gewebekulturen intracerebral in-
fiziert wurden, dienten als Kontrolle. Samtliche Mause wurden 2
Wochen lang beobachtet.

Fiir die Virustitration in der Gewebekultur wurden MS-Zell-
kulturen benutzt. Fiir jede Virussuspension wurden 4 Flaschen Ge-
webekultur benotigt. Jede Flasche, die 10 cc Gewebekultur ent-
hielt, wurde mit 1 cc Virussuspension bemipft. Die Flaschen wur-
den bei 370C 45 Min. lang bebriitet. Danach- wurde Virusverme-
hrungslésung hinzugefiigt und dic Gewebekulturen 10 Tage lang
tiglich auf ihren <“cytopathogenic effect” iiberpriift. Gewebekultu-
ren, deren “cytopathogenic effect” iiber 50 % lag, wurden als posi-
tiv bewertet. Die LD,, des Virus in den Gewenbekulturen wurde
nach Reed u. Muench-Verfahren (16) nachgewiesen. Fiir Neutralisati-
ons-versuche wurden bei 56°C 30 Min. lang inaktivierte Seren benutzt.
Zur Kontrolle diente inaktiviertes Normalserum.

Die Gewebekulturen wurden mit 1 cc Virus-Serumgemisch,
das 1 Stunde lang bei 370C aufbewahrt worden war, beimpft. Nach
einem Aufenthalt von 45 Min. im Brutschrank bei 370 C wurde den
Gewebekulturen frische Virusvermehrungslésung hinzugefiigt. Da-
nach wurde 10 Tage lang gepriift, ob eventuell eine Neutralisation
auftrat.

5. Immunitatsversuche bei Pferden mit selbst hergestellter Vak-
zine.

Zur Priifung der Antikérperbildung im Blute von Pferden wur-
den Viruskulturen in 1/25 PBS gelost und je 5 cc 1 bis 2 Jahre alten
Pferden unter dic Haut gespritzt. Die Pferde wurden bereits eine
Woche vor sowie 6 Wochen lang nach der Impfung beobachtet,
wobei tiglich die Korpertemperatur gemessen wurde.
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Ergebnisse und Diskussion

Das Pferderpestvirus lasst sich nach vorliegenden Untersuchun-
gen auf aus MS-und GMK- Zellen, aus Hundewelpennierenepit-
helzellen, Pferdenicrenepithelzellen, Eselnierenepithelzellen sowie aus
Babyhamsternierencpithelzellen hergestellten Gewebekulturen ver-
mehren. Eine Vermchrung des Virus auf aus Schaf-, Ziegen—, Kalb-
und  Kaninchennicrenepithelzellen hergestellten Gewebekulturen
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Diese Ergebnisse stimmen
mit den Ergebnissen von OZAWA u. HAZRATI (13) iiberein, die
ebenfals das Pferderpestvirus auf MS-Zellen und Babyhamsterni-
erenepithelzellen bestehenden Gewebckulturen ziichten konnten.

Bereits nach 48 Stunden konnte in den mit Viren beimpften
Gewebekulturen ein decutlicher “cytopathogenic effect” wahrgenom-
men werden, der nach 72 Stunden seinen Hohepunkt erreichte,
wobei sich die Zellverbande teilweise véllig auf und vom Boden der
Kulturflaschen ablésten (Abb. 2 und 3).

Bei aus MS-Zellen bestehenden und mit Virus beimpften
Gewebekulturen mit einem pH-Wert von 7,2 konnte ein “cytopat-
hogenic effect” nicht beobachtet werden. Der Virus-Titer betrug in
diesem Fall 10-%. Im Gegensatz hierzu beginnt in MS-Gewebckul-
turen mit einem pH-Wert von 7,4 der “cytopathogenic effect’” bere-
its kruz nach der Beimpfung. Nach 72 Stundcn war cr vollkommen
ausgepragt. Der Virus-Titer erreichte eine H6he von 1o-°. Hieraus
kann geschlossen werden, dass sich das Pferdepestvirus am Besten
bei einem pH-Wert von 7,4 vermehrt. Die Richtigkeit dieser Fes-
tstellung wird durch Untersuchungen von OZAWA u. Mitrarb.
(14). bestatigt.

Elektronenmikrbskopisch konnte zwischen den aus infizierten
Maiusegehirnen stammenden (Abb. 4 und 5) und den aus infizierten
Gewebekulturen praparierten Viren (Abb. 6) morphologisch kein
Unterschied festgestellt werden. Die Viruspartikel waren rund und
hatten eine Grosse zwischen 40 und 8o mu. Es wird angenommen,
dass der Grésseunterschied der verschiedenen Viruspartikel infolge
der ungeniigend gereinigten Praparate entstand. Die Untersuchun-
gen Anlass zu der Annahme, dass die Viren zu der kleinen Gruppe
gehéren, da es auch anderen Untersuchern gelang, bei Siebuntersuc-
hungen mit dem Seitz-EK-Filter etwa die gleiche Grosse der Viren
zu ermitteln.

Nach Neutralisation infizierter Méiusegehirne und infizierter
Gewebekulturen konnte bei immunisierungsversuchen an weissen



8 Selahattin Giirtiirk

Mausen nachgewiesen werden, dass die verschiedenen Virustypen
auch eine unterschiedlichc Immunitit hervorricfen. Die in einer
friiheren Arbeit veréffentlichten Untersuchungen hinsichtlich der
Pluralitit der Viren, konnten auch durch diese Feststellungen voll
bestatigt werden (GURTURK (8)).

Zur Bestimmung der hiamagglutinierenden Aktivitat des Pfer-
depestvirus wurden Meerschweinchen~, Hasen-, Zicgen-, Schaf-,
Pferde—, Esel- und Kalb-Ertyhrozyten benutzt. Lediglich die Pfer-
de- und Hasen-Erythroztyen zeigten eine ausgeprigte Hamagglu-
tination.

Mit aus MS- Gewebekulturen hergesteliten monovalenten (20000
TCID/Dosis) und polyvalenten (120000 TCID/Dosis) Vakzinen
durchgefiihrte Impfungen bei Versuchspferden crgaben, dass weder
ein Temperaturanstieg noch ein Anschwellen der Haut in der Um-
gebung der Injektionsstelle nachweisbar waren. Ferncr wurde fest-
gestellt, dass die aus Gewebckulturen hergestellten polyvalenten
Vakzine eine gréssere Immunitit hervorriefen als die aus infizierten
Mausegehirnen hergestellten. Leider konnte die Immunitat der Ver-
suchspferde nur iiber einen Zcitraum von 6 Monaten kontrolliert
werden, so dass die tatsichliche Dauer der Immunitit noch offen
bleibt. Hieriiber soll in einer spiteren Arbeit berichtet werden.

Zusammenfassung

Zur Ziichtung des Virus der Afrikanischen Pferdepest wurden
aus Lamm-, Ziegen—, Kalb-, Kaninchen-, Pfcrde-, Esel, Hund
und Babyhamsternierenepithelzellen sowie aus MS-und GMK-
Zellen hergestcllte Gewebekulturen gebraucht. Hicrbei wurde fest-
gestellt, dass das Virus der Pferdepest, nur auf aus MS- und GMK-
Zellen sowic auf aus Hunde-, Pferde-, Esel- und Babyhamsterni-
crenepithelzellen bestchenden Gewebekulturen vermehrt werden
konnte. ‘

Zur Feststellung der immunologischen Eigenschaften der Viren
wurde der Neutralisationstest angewandet. Hierbei zcigte es sich,
dass die 7 untersuchten Virustypen unterschiedliche Immunitit
hervorricfen.

‘Bei Hamagglutinationsversuchen hamagglutinierte das Pfer-
depestvirus nur Pferde- und Kaninchen -Erythrozyten.

Von aus MS-Zellen hergestellten und mit Virus beimpften Ge-
werbekulturen wurden monovalente und polyvalente Vakzine gewon-
nen. Es wurde festgestellt, dass diese Vakzine cinen hoheren Titer
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bei den Versuchspferden hervorriefen, als die uns vom bakteriolo-
gischen Ipstitut Elazig zur Verfiigung gestellten und aus infizierten
Mausegchirnen hergestellten Vakzine. Nebenwirkungen der Vak-
zine bei den Versuchspferden nach der Impfung konnten auch nach
einem Zeitraum von 6 Monaten nicht beobachtet werden.

Afrika At Vebas: Virusu Uzerinde Arastirmalar
IO. Kisum
Ozet

Afrika at vebasi virusunu iiretmek igin kuzu, kegi, dana, tavsan
at, esek, képek ve yavru hamster bébrek epitel hiicreleri ile MS ve
GMK- hiicrelerinden hzirlanmug doku kiiltiirleri  kullanilmigtir.
Yapilan dencyler sonunda at vebasi virusunun sadecc MSve GMK
hiicreleri ile kopek, at, esek ve yavru hamster bébrek epitel hiicrele-
rinden hazirlanmig doku kiiltiirlerinde iiredigi tesbit cdilmigtir.
Virusun immunolojik 6zelliklerini belirtmek igin nétralizasyon testi
kullanulmigtir. Bu denemelerde 7 g¢esit virus tipinin degisik bagigik-
hk verdigi go6rilmistiir.

Hemaglutinasyon deneylerinde at vebasi virusu sadece at ve
tavsan eritrositlerini hemaglutine etmigtir.

MS-hiicreleri ile hazirlanmig ve virus ekilmig doku kiiltiirlerin-
den monovalan ve polivalan agilar hazirlanmigtir. Bu agilar ile deney
atlarinda Elazig viroloji enstitiisii tarafindan génderilmis bulunan
ve enfektc fare beyninden hazirlanmig asilara nazaran daha yiiksek
titre elde edilmigtir. Aplamadan sonra 6 ay miiddetle dency atlanin-
da yan etkiler misahede edilmemistir.
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Abb, 2 : “Cytopthogenic effcet” aus iener MS - Zelle Gewebekultur. 48 Stunden nach
der Beimpfung mit Pferdepestvirus. 100 x.
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Abb. : 3 Fortgeschnitiener *“‘cytopathagenic effect” in einer MS - Zelle aus einer Gewe- ‘
bekultur. 72 Stunden nach der Beimpfung mit Pferdepestvirus. 100 x.

Abb. 4 und 5 : Aus mit Pferdepestvirus infizierten Mausergehirnen hergestellte Priparata
auf einem Formvarfilm, mit Platin bedampft.
¥
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Abb, 6 : Aus mit dem Pferdepestvirus beimpften Gewebckulturen hergestelle Priparate
auf cinem Formvarfilm,mit Platin bedampft. Vergrosserang : 40 000 fach,
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