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Mit Hilfe der indirekten Komplementbindung (IKB) ist es moglich, spe- 
zifische Antikorper im Serum von Rindern nachzuweisen, die eine naturliche 
oder kunstliche Infektion mit dem Virus der Maul- und Klauenseuche (MKS) 
uberstanden haben oder mit Totvaccine schutzgeimpft worden sind (2, 3) .  Be- 
ziiglich der alteren Literatur wird auf eine friihere Arbeit (2) verwiesen. 

An dieser Reaktion sind wahrscheinlich neutralisierende Antikorper be- 
teiligt. Die IKB steht dem Neutralisationstest in Zellkulturen an Typspezifitat 
nur wenig nach. Sie ist mit gewissen Einschrankungen zur Prufung des Immu- 
nisierungserfolges (2) und zur Ermittlung empfanglicher Tiere geeignet (3). 
Auch ist sie technisch einfacher und liefert Ergebnisse vie1 rascher als der Neu- 
tralisationstest. 

Rund 8 O / o  der in Persien untersuchten ,,normalen" Rinderseren enthielten 
unspezifische Hemmstoff e (,,Inhibitoren"), welche die IKB empfindlich storten. 
Vermutlich handelt es sich um ,,heterophile" Antikorper, die wohl mit MKS- 
Antigen reagieren, den Tieren aber keinen Schutz vor einer MKS-Infektion 
verleihen (3). In  solchen Fallen sind schluflreife Ergebnisse mit der IKB nicht 
zu erzielen. 

Neuerdings haben wir im Hinblick auf eine eventuelle Prufung von 
MKS-Vaccine an der Maus IKB-Versuche rnit Mauseseren angestellt. Die 
vorliegende Arbeit beschreibt die Methodik und gibt erste Ergebnisse von 
Antikorpermessungen bei Mausen wieder. Eine weitere Mitteilung (1) wird sich 
mit einem Vergleich der Resultate der IKB und des Mutter-Babymaus-Testes 
bef assen. 

Material und Methoden 
MKS-Vaccinen und Srhutzimpfung 

Verwendet wurden monovalente, nach dem Frenkel-Verfahren herge- 
stellte Totimpfstoff e (Handelsvaccinen) des franzosischen MKS-Instituts 



Indirekte Komplementbindung mit Mauseseren 241 

(IFFA) in Lyon, die bei Mausen nicht zur Bildung unspezifischer Antikorper 
gegen die in der IKB benutzten BHK-Antigene (2) fuhrten. Als Verdunnungs- 
mittel diente VM 3 ohne Laktalbuminhydrolysat. Die unverdunnten oder in 
Zweierpotenzen verdunnten Vaccinen wurden in der Regel in Dosen von 1 ml 
subkutan in die Kniefalten (0,5 ml auf jeder Korperseite) verimpft. Die 
Impfung mit unverdunnter Vaccine oder niedrigen Vaccineverdunnungen rief 
bei der Mehrzahl der Tiere kleinere Abszesse an den Impfstellen hervor, die 
jedoch das Allgemeinbefinden der Mause und das Wachstum bei Jungtieren 
nicht storten. 

Miuse 
Diese stammten aus einer institutseigenen Kolonie des nicht ingezuchteten 

N.M.R.1.-Stammes. Benutzt wurden in der Hauptsache (s. Tab. u. Text) er- 
wachsene Weibchen 0) .  Die Tiere wurden in Plastikkafigen gehalten und mit 
Mause-Biskuits der Firma Latz, Euskirchen, gefuttert. Daneben wurde ledig- 
lich Wasser aus Trinkflaschen verabreicht. Samtliche Versuchsmause waren 
gesund und lebenskraftig. Interkurrente Todesfalle waren nicht zu verzeich- 
nen. 

Miusesera 
Mauseblut wurde durch Herzpunktion in tiefer Athernarkose gewonnen. 

Nach dem Zentrifugieren der Einzelblutproben war das Serum meist mehr 
oder weniger stark hamoglobinhaltig. Erwachsene 9 lieferten 0,5 bis 0,7 ml 
Serum, saugende Muttertiere oft bis zur doppelten Menge. Die Serumproben 
wurden 30 Minuten bei 58' C erhitzt und durch Tieffrieren bei - 25' C kon- 
serviert. 

Typspezifische Meerschweinchensera 
Die Serumspender wurden mit den Virusstammen 0, (Kaufbeuren), 

A, (Westerwald) und C (Riems) immunisiert. Einen Monat nach plantarer, 
fast stets generalisierender Erstinfektion mit Virus der 1 .-3. Meerschweinchen 
(Mee.)-Passage wurden die Tiere mit einem Virusgemisch von der 1.-3. Pas- 
sage hyperimmunisiert. Sie erhielten 1 ml eines 10 O/oigen Aphthendeckenex- 
traktes subkutan in jede Planta. Eine Woche spater wurden sie durch Herz- 
punktion entblutet. Samtliche Einzelsera erwiesen sich als typenrein. Sera glei- 
chen oder ahnlichen Titers wurden gemischt. 

Antigene 
Da es hier nicht gelang, nach der fruher beschriebenen Methode (2) ebenso 

wirksame BHK-Antigene wie in Persien (4) herzustellen, wurde die Kultur- 
fliissigkeit von infizierten BHK-2 1 -Kulturen in Roux-Kolben durch Vakuum- 
verdampfung auf etwa l/8 des ursprunglichen Volumens eingeengt. Benutzt 
wurde ein Rotationsverdampfer (Rotavapor ,,R") der Firma Buchi, Glas- 
apparatefabrik, Flawil, Schweiz. Zuvor wurde die Kulturflussigkeit 30 Minu- 
ten bei 6OoC unter magnetischem Ruhren erhitzt, um die Infektiositat der 
Antigene zu beseitigen. Die eingeengte Kulturflussigkeit dialysierten wir unter 
magnetischen Ruhren 48 Stunden bei + 2' C gegen physiologische NaCl-Lo- 
sung. Diese wurde nach 24 Stunden gewechselt. Bei der Dialyse trat eine Ver- 
mehrung des Volumens um etwa 20 O / o  ein. Die Dialysate enthielten nur noch 
Spuren von Phenolrot. Sie wurden in Rohrchen abgefullt und bei - 25'C 
tiefgefroren. Dieses Verfahren fuhrte bei allen 3 Virustypen (0, A u. C) 
zum Ziel. Es war rnit einem 25 bis 50 O/oigen Antigenverlust verbunden. 



Virustyp Serumverdunnung Antigenverdunnung 

U. 1 : 2 1 : 4 1 : 8 1 : 16 

1 : 10 100 100’ 100 94 75 
1 : 20 100 I00 I00 100 7 s  

0 1 : LO 75 100 100 94 25 
1 : 80 0 6 75 62 6 

Gebrauchs- 
verdunnung 
des Serums 

1 : 20 

1 : 160 

1 : 20 

0 0 0 0 0 

1 : 20 

A 

C 

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dai3 Sera der drei verschiedenen Typen nahe- 
zu identische Ergebnisse lieferten. Sie ergaben in der Verdunnung 1 : 40 keine 
vollstandige KB mit unverdunntem Antigen, wohl aber mit den Antigenver- 
dunnungen 1 : 2 und 1 : 4 (Reaktionsoptimum), wahrend die Serumverdun- 
nungen 1 : 20 und 1 : 10 auch mit unverdunntem Antigen voll reagierten. In 
IKB-Testen wurden diese Sera in der Verdunnung 1 : 20 verwendet. 

1 : 20 100 100 100 37 0 
I : 40 62 I00 I00 12 0 

1 : 80 12 37 37 0 0 
1 : 160 6 6 6 0 0 

1 : 10 I00 I00 100 94 6 
1 : 20 100 100 I00 87 6 

1 :  40 9 4  100 100 12 0 
1 : 80 12 87 07 6 0 
I : 160 0 0 6 0 0 

-__ 

Bestimmung der Gebrauchsverdunnung des Antigens im IKB-Test 
Zu diesem Zweck wurde bekannt positives (Typ 0) bzw. normales 

Mauseserum unverdunnt und in Verdunnungen 1 : 2 bis 1 : 64 zu gleichen Tei- 
len (je 0,0625 ml) mit unverdunntem Antigen bzw. Antigenverduniiungen 
1 : 2 bis 1 : 8 gemischt. Die benutzten 0.1 ml-Pipetten wurden nach jeder Ver- 
dunnung mit gepuff erter NaC1-Losung sorgfaltig ausgewaschen. Fur jedes 
Serum wurde eine frische Pipette verwendet. Die Versuchsanordnung ist aus 
der Tabelle 2 zu ersehen. Die Antigenkontrollen (AK) 1 und 2 stellen Dupli- 
kate der entsprechenden Rohrchen in Spalten 2-4 der Tabelle dar. Die AK 1, 
in denen im darauffolgenden KB-Test das Mee.serum durch gepufferte Koch- 
salzlosung ersetzt wird, wurden fur den Fall eingeschaltet, dai3 die Gemische 
von Antigen und Mauseserum antikomplementare Wirkung zeigen wurden. 
Eine solche wird besonders bei Gemischen mit Mause-Immunserum nicht sel- 
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ten beobachtet. Die AK 2, in denen im KB-Test das Meeserum und das C' 
durch NaC1-Losung ersetzt werden, sind wichtig fur den Farbvergleich rnit 
den Rohrchen der Spalten 3-6 bei der Ablesung der Ergebnisse nach Sedimen- 
tierung der Zellen. Dies trifft besonders fur Teste von stark hamolytischen 
Mauseseren zu. Die Gemische von Mauseserum und Antigen wurden vor der 
Prufung im KB-Test 60 Minuten bei 37' C im Wasserbad erwarmt. 

Im KB-Test sollte festgestellt werden, wieviel Antigen vom Mause-Im- 
munserum neutralisiert worden ist. Das Verfahren war dasselbe wie im an- 
schliei3end zu beschreibenden Hauptversuch. 

0 0 0 0  
0 0 0  
0 0  
0 

0 0 0 0  
0 0 0  
0 0  
0 

Tabelle 2 
Ermittlung der Gebrauchsverdunnung des Antigens (Virustyp 0) 

im Schachbrett-Test mit Mauseseren 

100 
100 
100 
100 
100 
100 

100 
I00 
I00 
100 
100 

1 :  2 
1 :  4 
1 :  8 
1 : 16 

immun 

TYP 0 

I : 32 
1 : 6 4  

normal 1 :  8 
1 : 16 
1 : 32  
1 : 6 4  

Mit  Mee. serum Typ 0 u. 
Komplernent 

Ant igenverdijnnung 

u. 1 : z  1 : 4  l : 8  

75' 0 0 0 
9 4 0 0 0  

100 0 0 0 
100 0 0 0 
100 75 0 0 
100 94 0 0 
100 100 25 0 

100 100 50 0 
100 100 50 0 
100 100 50 0 
100 100 75 0 
100 100 75 0 
100 100 62 0 
100 100 62 0 

rnent I A .  K .  2 )  

I l o o  

':. Prozentsatz der ungelosten Hammelblutkorperchen (,,Hemmwert"). 

Wie die Tabelle 2 zeigt, neutralisierte das Mause-Immunserum unver- 
diinnt und auch in den Verdunnungen 1 : 2 bis 1 : 8 die Antigenverdunnung 
1 : 2 vollstandig, wahrend unverdiinntes Antigen nur vom unverdunnten 
Serum und der Serumverdunnung 1 : 2 schwach angegriff en wurde. Auf Grund 
dieses Ergebnisses benutzten wir das 0-Antigen im Hauptversuch in einer 
Verdunnung von 1 : 2. 

Hauptversuch 
Dieser bestand aus dem Spezifitatstest und der Serumtitration. Die bei 

Rinderseren praktizierte Titration des nicht neutralisierten Antigens (2) wurde 
ausgelassen, da die von Einzelmausen gewonnenen Serummengen oft nicht 
ausgereicht hatten. Die Versuchsanordnung ist aus Tabelle 3 ersichtlich, die als 
Beispiel auch Detailergebnisse eines IKB-Testes mit 9 Mause-Immunseren des 
Typs A wiedergibt. Die Sera stammten von einmal vaccinierten und 32 bis 
54 Tage spater entbluteten Einzelmausen. Ausgewahlt wurden Sera verschie- 
dener Starke, darunter auch ein auf die anderen Virustypen stark ubergreifen- 
des Serum (i-7) und zwei antikomplementare Sera (i-8 und i-9). In 
den beiden letzten Fallen wurden auch bei der Serumtitration AK 1 einge- 
schaltet (s. Tab. 3). 

C' wurde in Gegenwart eines Gemisches von A-Antigen und Mause- 
Normalserum (dieses Gemisch wurde zuvor 60 Min. bei 37' C erwarmt) und 
Mee.-Normalserum 1 : 20 titriert. Im vorliegenden Fall erzeugte 3 O/oiges C' 

Zbl. Vet. Med., Reihe B, Bd. 16, Heft 3 16 
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Neutralisation : 

TRAUB und BECHMANN 

Spezif i tatstest 

1 2 3 L 5 
0.0625 unverdunntes Mauseserum + 0.0625 Antigen 

AK 1 AK 2 
0 A C A A 

60 Min. be1 3 7 O C  

Mee-Serum 1 : 20 ( j e  0.125) 
0 A C 

C' (1.5 Einheiten) 
0. I25 0.125 0.1 25 0.1 25 

30 Min. bei 3 7 O C  

Hamolyt. System 

30 Min. bei 37OC 

0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 

i - 4  

i - 5  

i - 6  

i - 1  

i - 8  

i - 9  

n *  

I i t -  I I 100' I 0 1  87 I 0 I 100 

100 37 I00 0 100 

100 50 100 0 100 

100 75 100 0 100 

12 0 12 0 100 

100 6 50 50 100 

A K 1 :  

100 37 15 87 100 

AK 1 : 

100 I00 100 0 I00 

I i - 2  I 100 I 0 I 100 I 0 1 100 

I i - 3  I 100 I 0 I 100 I 0 I 100 

r NaCL'. I 100 I 100 I 100 I 0 I 100 

'> i = immune Maus; n = normale Maus. 
'>':. NaCl = veronalgepufferte Kochsalzlosung statt Mauseserum. + die Zahlen in den Spalten 2-11 geben die geschatzten Prozentsatze der ungelosten 

Hammelerythrozyten (Hemmwerte) in den betreffenden Rohrchen an. 

eben noch vollstandige Hamolyse; benutzt wurde 4.5 O/oiges C' (= 1,5 Ein- 
heiten). 

Die endgiiltige Ablesung der Ergebnisse des Hauptversuches erfolgte 
jeweils am nachsten Morgen, nachdem die Rohrchen uber Nacht im Kuhl- 
schrank gestanden und die Zellen sich abgesetzt hatten. Da Mausesera, wie 
erwahnt, haufig stark hamoglobinhaltig sind, ware es zur Erhohung der 
Ablesegenauigkeit ratsam, AK 2 auch bei der Serumtitration einzuschalten. 
Hierauf mui3te jedoch wegen der geringen Serummengen verzichtet werden. 

Bei der Ablesung der Ergebnisse wurden die Prozentsatze der ungelosten 
Exythrocyten (,,Hemmwerte" [HW]) in den einzelnen Rohrchen visuell 
abgeschatzt. Die Reaktionen wurden mit - bis 4 + bewertet, wobei - einem 
Hemmwert von 0 O / o  (= vollstandige Hamolyse) und 4 + einem solchen von 
100 O / o  (= keine Hamolyse) entspricht. Zwischenstufen waren: '/a f (6 O/O); 

' / 2  + (12O/o); 1 + (25 O/O); 11/2 -t (37O/o); 2 -I- (5Oo/o); 2l/2 f (62 O/O); 

3 f (75 O / o ) ;  3l/2 4- (87 O/O); 33/4 4- (94 O / o ) .  

Die Bestimmung der 50 O/o-Serumtiter, d. h. derjenigen Mauseserum- 
Verdunnungen, die theoretisch einen Hemmwert von 50 O / o  ergeben hatten, 
erfolgte mit Hilfe eines Koordinatensystems auf gewohnlichen Millimeterpa- 
pier, in dem auf der Ordinate die Serumverdunnungsstufen und auf der Ab- 
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Serumtitration 

6 7 8 9 10 
0.0625 Antigen A + 0.0625 Mauseserum - Verdunnung 
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Tabelle 3 

1 iterwerte 

1 : 2  l : L  1 : 0  1 : 16 1 : 32 

60 Min. bei 37°C 

Mee. Serum A 1 : 20 
0.125 [ 0.125 I 0.125 I 0.125 I 0.125 

0.125 I 0.125 I 0.125 I 0.125 I 0.125 
C '  (1.5 Einheitenl 

30 Min. bei 37OC I 

50 % 
Serumtiter 

100 100 100 100 

M ittlere 
Hemrnwerte 

I M H W I  

% 

U -  1 : 3 2  

100 I > I :  I 

17 

62 

83 

92 

96 
50 

.d 39 

* 28 

100 

szisse die Hemmwertstufen vermerkt waren. In dieses System wurden die 
Werte fur diejenigen beiden Serumverdunnungen eingetragen, zwischen denen 
der 50 O/o-Wert liegen muflte. Die beiden markierten Punkte wurden durch 
eine Gerade verbunden. Ihr Schnittpunkt mit einer Vertikalen uber der 50°/o- 
Marke auf der Abszisse er ab den gesuchten Wert (s. Spalte 12 in Tab. 3). 

Aui3erdem wurde aus dg en fur unverdunntes Mauseserum und die Serum- 
verdunnungen 1 : 2 bis 1 : 32 notierten H W  der mittlere Hemmwert (MHW) 
errechnet (s. Spalte 13). Mit dem MHW 1ai3t sich rechnerisch leichter operieren 
als mit dem 50°/o Serumtiter. Er ist zudem genauer, da er sich auf 6 Ablesun- 
gen grundet, und ist umso kleiner, je mehr Antikorper das Serum enthalt. 

Bei antikomplementaren Gemischen von Mause-Immunserum und Anti- 
gen wurde der Mittelwert fur die AK 1 vom Mittelwert fur die Rohrchen mit 
Mee.serum subtrahiert. Die Diff erenzwerte erheben wegen der oft feststell- 
baren prokomplementaren Wirkung von inaktivierten Meeserum keinen An- 
spruch auf absolute Genauigkeit. 

Versuhe und Ergebnisse 
Untersuchung von Miuse-Normalseren auf storende Hemrnfaktoren 

Zunachst pruften wir eine Reihe von normalen Einzelseren von 0" und 9 auf unspezifische ,,Inhibitoren" (3). Die grofle Mehrzahl der Serumspender 
waren erwachsene Mause. 1 7  Sera (von 11 6 und 6 0 )  wurden unverdunnt 
gegen die Antigene 0,A und C in der IKB getestet, 21 Sera (von 8 0" und 13 9)  
in der Verdunnung 1 : 2 und 26 Sera von 0 in der Verdunnung 1 : 4. Aui3er- 
dem wurden mehrere Serumgemische von normalen Mausen, die als Kontroll- 

16' 
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seren in IKB-Testen dienten, unverdiinnt oder in der Verdunnung 1 : 2 ge- 
pruft. ,,Inhibitoren" der bei Rindern vorkommenden Art wurden in samt- 
lichen Testen nicht nachgewiesen. 

Jedoch wurde festgestellt, dai3 Sera von normalen d wesentlich haufiger 
schwach antikomplementar sind als Seren von normalen 9. Aus diesem 
Grunde und wegen des lastigen Beissens der Cr arbeiteten wir spater nur noch 
mit 9. 

Nachweis von IKB-Antikorpern nach Vaccinierung bzw. Infektion rnit Rindervirus 
In einem Tastversuch wurden 2 Gruppen von 5-6 Wochen alten 9 ein- 

ma1 bzw. zweimal in 4wochigem Zeitabstand mit fallenden Dosen einer mono- 
valenten 0-Vaccine geimpft und am 14. Tag nach einmaliger Impfung bzw. 
12. Tag nach der zweiten Impfung entblutet. Kleinere Mausegruppen 
wurden mit Rindervirus infiziert und 14  bzw. 40 Tage spater entblutet. Die 
Einzelsera wurden in der Verdunnung 1 : 4 durch IKB getestet. Als Kontrollen 
dienten Einzelsera von 26 normalen 9. 

Die in Tabelle 4 verzeichneten Ergebnisse lassen erkennen, dai3 die am 
14. Tag nach einmaliger Impfung gewonnenen Sera zumeist negativ oder nur 
schwach positiv reagierten. Besser waren die Resultate nach zweimaliger Imp- 
fung. Von einer einzigen Maus abgesehen, liei3en auch infizierte Mause eine 
kraftige Antikorperbildung vermissen. Samtliche positiv reagierenden Sera 

Tabelle 4 
Hemmwerte von Seren erwachsener nach ein- oder zweimaliger Impfung mit &Vaccine 

bzw. intraperitonea 7 er Infektion mit Rindervirus Typ 0 
Art der lmrnunisierung , Zeit der Serurngewinnung Vaccine- 
und Zahl der antikomplementaren Seren verdtin - 

nung 

Einrnalige subkutane lmpfung m i t  unverdunnter 2 0  

[ je 1 rn l l  ; Serumgewinnung 1L Tage spater. 2-1 
Vaccine bzw. steigenden Vaccineverdunnungen 

Kein Serum antikomplementar 

2-2  

Mause - 
w p p e  

1 

2 

3 

L 

5 

Zahl der HW u. MHW 
Mause I Serumverdiinnung 

1 : 4 ) % 

3 37 j 100; 75 

3 9 L j  100; 100 

Mit te l :  71 

Mit te l :  98 

3 50;75;100 
Mittel : 75 

Rindervirus intraperitoneal ( 9 2  rnl 10 % Aphthen- 
deckenextrakt I ; Serumgewinnung 14 rage spater. 
Kein Serum antikomplernentar. 

dto. ,  Serumgewinnung LO Tage spater. 
I Serum sehr schwach antikornpLernentar 

I I I Mittel : 100 I 

5 87; 87 ;87 j 87 j 100 
Mittel : 90 

6 12 j 62 j 87 ; 87 ; 100 ; 
100 
Mittel : 75 

100 ; 100 j 87 I 2 - 4  I I Mittel : 96 I 

Nicht vorbehandelte Kontrollen 
1 Serum sehr schwach antikornplementar 

Zweirnalige subkutane Irnpfung m i t  unverdunnter 
Vaccine bzw. steigenden Vaccineverdunnungen 
l j e  1 m l l  irn Zeitabstand von 28 Tagen; Serurn- 
gewinnung 12 Tage nach der zweiten Impfung. 
6 Sera schwach bis rnaOig antikomplementar 

2 6  alle 100 

Mittel : 8 

0 ;  1 2 ; 7 5  
Mittel :  2 9  

25 ; 37 j 50 
Mittel : 37 1 1:: I 1 1 0 ; 6 ; 3 7  I Mittel : 14 

25 ; 25 ; 37 
Mit te l :  2 9  
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waren typenrein. Die Normalsera reagierten ausnahmslos negativ rnit Anti- 
genen aller 3 Virustypen. 

Wahrend die am 14. Tag nach einmaliger Impfung gewonnenen Sera ohne 
Ausnahme nicht antikomplementar wirkten, waren nach zweimaliger Imp- 
fung 6 von 15 Serum-Antigen-Gemischen schwach bis mai3ig antikomple- 
mentar. 

Antikorper bei 0 verschiedenen Alters 2 bzw. 5 Wochen nach einmaliger Impfung 
mit 0,5 ml unverdiinnter 0-Vaccine 

Nach dem etwas enttauschenden Ergebnis des soeben geschilderten Ver- 
suchs wurde der EinfluG des Alters zur Zeit der Vaccinierung und der Zeit- 
spanne zwischen Impfung und Serumgewinnung experimentell untersucht. 

Zur Zeit der Impfung waren die jiingeren Tiere 3-4, die alteren 8-10 
Wochen alt. Die Halfte der Tiere jeder Gruppe wurde am 14. Tag, die andere 
Halfte am 35. Tag p. v. entblutet. Die Sera wurden mit 0-, A- und C-Antigen 
in der IKB getestet und unverdunnt sowie in den Verdunnungen 1 : 12 bis 
1 : 32 gegen 0-Antigen titriert. Das Ergebnis (s. Tab. 5) Iai3t erkennen, dai3 die 
mittleren Antikorpertiter am 35. Tag signifikant hoher lagen als am 14. Tag. 
Die alteren Mause bildeten rascher Antikorper als die jungen, doch erreichten 
die Sera der letzteren schliei3lich ebenso hohe oder gar etwas hohere Titerwerte. 
Sie hatten ja auch mehr Vaccine pro Korpergewichtseinheit erhalten als die 
alteren Tiere. 

Tabelle li 
Antikorperbildung bei jungen und erwachsenen Mausen nach einmaliger Impfung 

mit &Vaccine 

Serumspender I 50 'lo - Serumtiter I MHW u - 1 : 32 ( % I  
Alter 
(Wochenl 

3 -  & 

8 -  10 

3 -  L 

8 - 10 
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34 

36 
38 

LO 

2 - 4  

Tabelle 6 
Antikorperbildung bei erwachsenen 9 n a h  einmaliger Impfung 

mit fallenden Dosen A-Vaccine 

> I :  1 98 

1 :  3 68 
>1 : 1 93 

1 :  8 L5 

Beziehung zwischen Vaccinedosis und Antikorpertiter 
In  einem weiteren Versuch wurden erwachsene 9 einmal mit unverdiinn- 

ter A-Vaccine bzw. den Vaccineverdiinnungen 1 : 2 bis 1 : 256 (20-T8. 4 

Vaccine verdunn ung 

Abb. 1. Dosis-Wirkungs-Kurve (A-Vaccine) 

Tiere je Dosis) geimpft und 
25 bis 54 (im Mittel 38) 
Tage nach der Impfung ent- 
blutet. Diese Mausegruppen 
waren Teil eines anderen 
Versuchs, daher sind die Ent- 
blutungszeiten nicht gleich. 

Die mit Einzelseren er- 
zielten IKB-Ergebnisse sind 
in Tab.elle 6 angegeben, die 
zeigt, dai3 die Titerwerte bei 
Mausen, welche dieselben 
Vaccinedosen erhalten hat- 
ten, stark variierten. Den- 
noch war es moglich, unter 
Verwendungq der fur die 
verschiedenen Vaccinedosen 
errechneten MHW eine Dosis- 
Wirkungs-Kurve (s. Abb. 1) 
zu konstruieren. 
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Diskussion 
Die Versuche haben gezeigt, dai3 auch Mause nach Impfung rnit MKS- 

Handelsvaccine Antikorper bilden, die sich im IKB-Test nachweisen lassen. Da 
von Einzelmausen nur kleine Serummengen gewonnen werden konnen, mui3te 
das fur Rinderseren benutzte Verfahren (2) entsprechend abgeandert werden. 
Wegen der starken Variation der Titerwerte bei Einzeltieren, die in der 
gleichen Weise immunisiert worden sind, erscheint es ratsam, kunftig fur jede 
Vaccineverdunnung wenigstens 8 Mause zu verwenden. Die Serumgewinnung 
sollte fruhestens 4-5 Wochen nach der Impfung erfolgen. 

Die in Abbildung 1 wiedergegebene Dosis-Wirkungs-Kurve ahnelt einer 
Normalverteilungskurve. Ahnliche Kurven lieferten die Sera von Mausen, 
die mit anderen Vaccinen immunisiert worden waren. Es uberrascht, dai3 
selbst die Vaccineverdunnung 2-8 (1 : 256) noch in der Lage war, schwache 
Antikorperbildung bei 2 von 4 Tieren auszulosen (s. Tab. 6). 

Die Frage, ob die Bildung von IKB-Antikorpern bei vaccinierten Mausen 
der Bildung von neutralisierenden Antikorpern bei vaccinierten Rindern 
parallel Iauft, kann nur durch Simultanversuche an Mausen und empfanglichen 
Rindern beantwortet werden. 

Der relativ schwache Neutralisationseff ekt von Mause-Immunseren 
gegenuber konzentriertem BHK-Antigen (s. Tabb. 2) ist vielleicht damit zu 
erklaren, dai3 letzteres vorwiegend losliches Antigen enthalt. Beim Zerfall der 
Proteinhulle des MKS-Virus in kleinere Einheiten kommt es zu einer starken 
Vergroi3erung der reaktiven Oberflache. Dadurch durften wesentlich mehr 
Antikorpermolekule benotigt werden als zur Neutralisation von kompletten 
Viruspartikeln. Aui3erdem besteht die Moglichkeit, dai3 zur Unterdruckung 
der Infektiositat eine geringere Antikorpermenge erforderlich ist als zur 
Beseitigung der serologischen Reaktionsfahigkeit. 

Nach bisherigen Erfahrungen scheinen unspezifische ,,Inhibitoren", die 
MKS-Antigen neutralisieren (3), bei Mausen nicht vorzukommen, wenigstens 
nicht bei Tieren der hiesigen Zucht. Daher scheinen sich Mauseseren fur quan- 
titative IKB-Teste besser zu eignen als Rindersera. Sollten weitere Unter- 
suchungen dies bestatigen, so konnten in Mauseversuchen vielleicht gewisse 
Probleme gelost werden, deren Bearbeitung am Grof3tier technisch sehr schwie- 
rig oder unmoglich ist. 

Die antikomplementare Wirkung mancher Gemische von Mause-Immun- 
serum und Antigen beruht moglicherweise darauf, dai3 in diesen Fallen bei 
der Reaktion zwischen Mauseserum und Antigen Komplement verbraucht 
wird, und dai3 die Restmenge dann nicht mehr ausreicht, um vollstandige 
Hamolyse zu erzeugen in Rohrchen, in denen diese eintreten sollte. 

Weitere Untersuchungen haben die oben geaui3erte Vermutung bestatigt, 
dai3 bei der Reaktion zwischen Mauseimmunseren und Antigen C' verbraucht 
wird und dai3 hierauf die als ,,antikomplementar" bezeichnete Wirkung solcher 
Gemische beruht. C'-Verbrauch wurde nur bei Gemischen von Mauseimmun- 
serum und Antigen gleichen Typs festgestellt, nicht aber bei der schwacheren 
Kreuzreaktion mit anderen Virustypen. 

Der storende Effekt konnte durch Zusatz kleiner Mengen von aktivem 
Meerschweinchenserum zu den Gemischen von Mauseserum und Antigen, die 
wir nunmehr uber Nacht im Kuhlschrank halten, und nachfolgmde Inakti- 
vierung des nicht gebundenen C' (56OC, 30 Min.) beseitigt werden. Dies 
gelang auch durch Verwendung groi3er C'-Dosen, doch ist hierfur C' von 
hoher Bindungsfahigkeit erforderlich, da bei der IKB mit Mauseseren nur rnit 
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kleinen Antigenmengen gearbeitet werden kann. Die Bindungsfahigkeit vari- 
iert bei Komplementeii von verschiedenen Meerschweinchen erheblich. Sie geht 
dem Hamolysevermogen nicht parallel. Versuche mit aktiven Mauseseren, 
dereii eigenes C' nicht inaktiviert worden ist, sind noch nicht abgeschlossen. 
Aui3erdem wird noch die Moglichkeit gepruft, die Starke von Mfuseimmun- 
seren durch Messung des C'-Verbrauchs bei der Reaktion mit typspezifischem 
Antigen zu bestimmen. 

Statt durch Valruumverdampfung werden Zellkulturantigene jetzt auf 
einfachere Weise durch Methanolfallung bei - 25'' C konzentriert. Der durch- 
schnittliche Antigenverlust betrfgt bei diesem Verfahren ebenfalls rund 50 O / o .  

Durch Methanolfallung konnten gute Antigenkonzentrate auch von infizierten 
Primarkulturen von Kalbernierenzellen gewonnen werden. Diese eignen sich 
fur die Prii:ung von Immunseren von Tieren, die mit BHK-Vaccine behandelt 
worden sind. Statt Methanol kann auch das weniger giftige Athanol zur Fal- 
lung von KB-Antigen benutzt werden. 

Zusammenf assung 
Mit Hilfe der indirekten Komplementbindung (IKB) gelang es, bei Mau- 

sen nach Impfung mit MKS-Handelsvaccinen spezifische Antikorper nach- 
zuweisen. Eine fur kleine Serummengen geeignete Methode wird beschrieben. 

Unspezifische ,,Inhibitoren", welche die Reaktion bei Verwendung V O ~  

Rinderseren bisweilen storen, wurden in Mause-Normalseren bislang nicht 
festgestellt. 

Zur Entwicklung maximaler Antikorpertiter benotigten vaccinierte 
Mause eine Zeitspanne von mehr als 2 Wochen. Erwachsene Mause bildeten 
Antikorper rascher als Jungmause. Seren von weiblichen Mausen waren fur 
IKB-Teste geeigneter als Sera von Mannchen, da letztere haufiger schwach 
antikomplementar wirkten. Die Antikorpertiter variierten erheblich bei Ein- 
zelmausen, die in der gleichen Weise immunisiert wurden. 

Bei quantitativer Vaccineprufung glich die S-formige Dosis-Wirkungs- 
Kurve auf gewohnlichem Millimeterpapier einer Normalverteilungskurve. 

Summary 
Indirect complement fixation with mouse sera after inoculation 

with monovalent foot-and-mouth vaccine 
Using an indirect complement-fixation (ICF) test, it was possible to 

demonstrate specific antibodies in the sera of mice vaccinated with commer- 
cial toot-and-mouth disease vaccines. A method suitable for small amounts 
of serum is described. 

Non-specific ,,inhibitors", which sometimes disturb the reaction 
when cattle sera ar.e used, have so far not been detected in normal mouse sera. 

Vaccinated mice needed more than 2 weeks to develop maximum anti- 
body titers. Adult mice formed antibody more rapidly than young mice. 
Sera from females were more suitable for ICF tests than sera from males, 
which more frequently were slightly anticomplementary. Antibody titers 
varied considerably in individual animals immunized in the same manner. 

In a quantitative vaccine test, the S-shaped dose-response curve on 
ordinary graph paper resembled a normal-distribution curve. 
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RCsumC 
Fixation indirecte du complkment A I'aide de sCrums de souris aprks immunisation 

par des vaccins monovalents contre la fikvre aphteuse 
G r k e  A la fixation indirecte du complkment (FIC), on parvient B 

mettre en kvidence des anticorps spkcifiques chez la souris aprks immuni- 
sation A l'aide de vaccins commerciaux contre la fihvre aphteuse. On dkcrit 
une mkthode adkquate pour de petites quantitks de skrum. 

On n'a pas rencontrk jusqu'ici dans les skrums normaux de souris des 
,,inhibiteurs" non spkcifiques, qui g&nent parfois la rkaction lorsque l'on 
utilise les skrums bovins. 

I1 a fallu aux souris vaccinkes plus de deux semaines pour atteindre le 
titre en anticorps maximum. Les souris adultes forment les anticorps plus 
rapidement que les jeunes souris. Les skrums de souris fem.elles se prktent 
mieux aux tests de FIC que les skrums de souris mhles, car ces derniers 
donnent plus souvent une rkaction anticomplkmentaire faible. Les titres des 
anticorps varient considkrablement entre les souris immuniskes de la &me 
faGon. 

Lors d'une dktermination quantitative du vaccin, la courbe dose-action 
en forme de S sur papier millimktrk ordinaire s'apparente A une courbe de 
rkpartition normale. 

Resumen 
Fijaci6n indirecta del complemento con sueros sanguineos de rat6n tras la 

aplicacih de vacuna antiaftosa monovalente 
Con ayuda de la fijacibn indirecta del complemento (FIC), se logrb 

identificar anticuerpos especificos en ratones inoculados con vacunas antiafto- 
sas comerciales. Se describe una tkcnica apropiada para cantidades pequenas 
de suer0 sanguineo. 

,,Inhibidores" inespecificos, que perturban a veces la reaccibn a1 utilizar 
sueros sanguineos bovinos, no se hallaron hasta ahora en 10s sueros normales 
de ratbn. 

Para desarrollar 10s titulos miximos de anticuerpos precisaban 10s rato- 
nes vacunados un period0 de tiempo superior a 2 semanas. Los ratones adultos 
formaban anticuerpos con velocidad mayor que 10s ratones jbvenes. Los sueros 
sanguineos de ratonas resultaban mis  apropiados para las pruebas FIC qu.e 
10s sueros sanguineos de 10s machos, ya que estos iiltimos actuaban con fre- 
cuencia mayor de forma ligeramente anticomplementaria. Los titulos de anti- 
cuerpos variaban de mod0 considerable en ratones individuales, que habian 
sido inmunizados de forma semejante. 

En la contrastaci6n cuantitativa de la vacuna se asemejb la curva dosis- 
accibn, de forma de S, en papel milimetrado corriente, a la curva de distribu- 
ci6n normal. 
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