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In vielen Publikationen ist auf die Polymorphie des Influenzavirus hin­
gewiesen worden_ Neben mehr oder weniger sphärischen Partikeln von 80 
bis 100 m(l Durchmesser wurden größere Formen beschrieben und abgebildet, 
deren Gestalt zum Teil erheblich von der runden Form abwich_ Außerdem 
wurden bei einigen Stämmen Filamente gefunden, die oft am Ende eine 
kugelige Verdickung aufwiesen (ARCHETTI et aL; CHOPPIN; CHOPPIN et aL; 
CRUICKSHANK; HORNE et aL)_ STEFANOV und GRAF veröffentlichten Abbil­
dungen von Riesenpartikeln mit Einschnürungen und Vorwölbungen, die sie 
für echte Sprossungsvorgänge halten2• Besonders groß war die Polymorphie in 
Präparationen, die überwiegend in komplettes Influenzavirus enthielten 
(BARRY et aL; BIRCH-ANDERsEN et aL; MOORE et aL; MORGAN et aL)_ AR­
CHETTI et aL betonten die leichte Deformierbarkeit des Inflluenzavirus_ 
CHOPPIN et aL hatten bereits 1961 darauf hingewiesen, daß nach Fixierung 
mit Formalindampf der Pleomorphismus weit weniger ausgeprägt seL Wir 
sahen uns deshalb veranlaßt, den Einfluß der Fixierung auf die Morphologie 
der Influenza-Elementarkörper zu untersuchen_ 

Material und Methoden 
Inf! uenza virusstämme 

Die folgenden Stämme wurden untersucht: A.Asia (Singapore)-Normal-Stamm der 
128.-136. Bruteipassage und der aus diesem Stamm abgeleitete Letal-Stamm mit hoher 
l\Iausevirulenz (76.-85. Bruteipassage) (HERZBERG, REUSS und DAHN). 'Veiter untersuchten 
wir die eiadaptierten Laborstämme A1Fl\It, B Stockholm und B Johannesburg. Der A.­
Stamm Hannover war erst 1965 isoliert worden und hatte nur wenige Bruteipassagen 
hinter sich"). 

Zur Passage wurde virushaltige Allantoisflüssigkeit in der Verdimnung 10-0 (1000 bis 
10000 EID •• ) in die Allantoishöhle neun Tage vorbebrüteter Huhnereier injiziert. Die Eier 
wurden 48 Std. bei 35,5°C nachbebrütet, die Embryonen durch Aufenthalt bei 4°C über 

1 Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstützte die Arbeit durch Forschungs. 
geräte. 

2 VgI. die Einwände gegen diese Deutung in der soeben veröffentlichten Arbeit von 
J. P. STEVENS ON ami F. BIDDLE "Pleomorphism of Influenza Virus Particles under the 
Electron l\Iicroscope". In "Nature" 212, 619 (1966). 

• 'Vir danken Herrn Obermeidzinalrat Dr. 'Vohlrab, Hannover, für die freundliche 
Überlassung des Stammes. 
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Nacht abgetötet, die frisch gewonnenen Allantoisflüssigkeiten sofort im Hämagglutinations. 
test geprüft, Flüssigkeiten mit Titern zwischen 1 :2560 und 1: 10000 vereinigt und 30min bei 
etwa 6500 g zentrifugiert. Der überstand wurde verworfen, das Sediment zur elektronen. 
mikroskopischen Untersuchung je nach Menge entweder in einem Tropfen zurückgelaufe­
ner Allantoisflüssigkeit odor in 0,1-0,5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung PH 7,2 auf­
genommen. 

N egati vkontrastierung 
Die fixierten oder unfixierten Virussuspensionon wurden je nach Virusgehalt mit der 

5-10fachen Menge einer 3%igen Phosphorwolfmmsäure-Lösung (PWS) in Aq. desto (PH 
mit KOR auf 6,3-6,5 eingestellt) mit einem Zusatz von 0,1% Rindersorumalbumin ge­
mischt und anschließend mit einem Vaponefrin·Nebulizer auf Objektblenden aufgosprüht 
(Pt-Au-Siebenlochblenden mit Formvar als Trügerfolie). 

Aufnahmen 
Die Aufnahmen wurden mit einem Elmiskop I (Siemens &; Halske) bei 80 kV mit 

Feinstrahlkondensor und 8000 bis 40000facher Vergrößerung hergestellt. 

Fixierung 
Zur Fixierung diente Osmiumtetroxyd (E. Merck, Darmstadt). Das virushaltige 

Sediment wurde in 0,1 ml gepufferter Kochsalzlösung aufgenommen, 0,1 mll % ige OsO,­
Lösung in gepufferter Kochsalzlösung PH 7,2 zugefligt und nach 1-3 min mit PWS ge­
mischt und auf Blenden gesprüht. 

OsO,-Fixierung in hyper toner Lösung 
In 12,5 ml virushaitiger Allantoisflüssigkeit wurde 1 g NaCI gelöst (= 8%) und an­

schließend 30 min bei etwa 6500 g zentrifugiert, das Sediment in etwa 0,1 ml Überstand 
aufgenommen und wie oben mit OsO. fixiert. 

Bedampfung 
Von jeder Präparation wurden einige mit dem Virus-PWS-Gemisch besprühte Blen­

den nach Lufttrocknen kurz in Aq. desto bzw. bei unfixiertem Virus in 0,15 m Ammonium­
acetat gewaschen und mit Pt-Ir unter einem Winkel von 20° bedampft. 

Ergebnisse 

In den Abbildungen 1 und 2 haben wir eine PWS-kontrastierte unfi­
xierte Präparation einer OsO .. fixierten vom gleichen Ausgangsmaterial 
gegenübergestellt. Im unfixierten Präparat finden sich zahlreiche deformierte 
Influenzaviruspartikel, die man als Hörnchenformen, Hantelformen etc. be­
zeichnen kann. Manche Partikel zeigen kJeine Protrusionen, andere erscheinen 
länglich verformt. Im Gegensatz dazu sind im fixierten Präparat alle Partikel 
annähernd rund. 

In den Ausschnittvergrößerungen (Abb. 3 und 4) sind die für Myxoviren 
charakteristischen Borsten (Spikes) in beiden Präparationen deutlich zu er· 
kennen. In bedampften Präparaten waren die unfixierten kleinen Elementar­
körper mehr oder weniger abgeflacht (Abb. 5), während sie nach Fixierung 
kugelförmiger blieben (Abb. 6). Große Partikel waren aber auch in fixiertem 
Zustand flach. Sie wurden in unfixierten Präparaten häufig zu charakteristi­
schen Ringformen mit Randwulst deformiert. Von diesem Wulst können mehr 
oder weniger lange Protrusionen ausgehen (Abb. 7 und 8). Im bedampften 
Präparat (Abb. 9) ist deutlich zu erkennen, daß der Wulst und die Ausläufer 
relativ hoch sind, das Zentrum dagegen eingesunken ist. Alle diese Deformie­
rungen waren nach OsO,-Fixierung nicht nachzuweisen. Auch große Partikel 
waren mehr oder weniger rund und zeigten vor allem keinen Randwulst und 
keine Ausläufer. Kleine Partikel waren manchmal noch etwashanteiförmig ver­
formt, zeigten dann aber meist Membrandefekte an der Stelle der Einziehung. 
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Unterbrechungen des Borstensaums waren an deformierten Partikeln in 
unfixierten Präparaten häufig zu erkennen. So zeigen zwei der kleinen Parti­
kel auf Abbildung 3 Ausläufer, die nur an der Spitze kleine, spikebesetzte 
Kappen tragen. Hier ist offenbar Inhalt aus dem Elementarkörper ausge­
preßt worden, wobei ein kleines Stück der borstenbesetzten Membran abriß. 
Das größere Gebilde oben in Abbildung 3 zeigt eine Protrusion mit vollstän­
digem Borstenbesatz, hingegen ist die Besetzung mit Oberflächenprojektionen 
auf der rechten Hälfte dieses Körpers nicht vollständig, so daß man eine 
überdehnung der Membran an dieser Stelle annehmen kann. Kleine Defekte 
des Borstenbesatzes finden sich auch an den meisten großen, stark deformier­
ten Partikeln in unfixierten Präparaten, von denen zwei Beispiele in Abbil­
dung 7 und 8 dargestellt sind. Die defekten Stellen sind durch Pfeile gekenn­
zeichnet. 

Wurden die Elementarkörper in Allantoisflüssigkeit mit 8% NaCI zentri­
fugiert und das Sediment in dieser hypertonen Lösung fixiert, so fanden 
sich starke Deformierungen. Große Partikel hatten lange Ausläufer. Die 
Borstensäume waren nicht gut erhalten, aber erkennbar (Abb. 10). Formen 
mit ausgeprägtem Randwulst entstanden nicht. Im bedampften Bild zeigte 
sich aber, daß die Ausläufer verschieden hoch waren (Abb. 11). 

Verformte Elementarkörper und Randwulstformen fanden wir bei allen 
untersuchten Influenzavirusstämmen (s. Material und Methoden). Große, 
besonders leicht verformbare Partikel waren in verschiedenen Eipassagen des 
gleichen Stammes verschieden häufig. Filamente mit oder ohne Bulbus wur­
den in allen Stämmen nur vereinzelt gefunden. Auf ihre Form hatte die Fixie­
rung keinen Einfluß. Gelegentlich fanden wir in fixierten Präparaten eine 
Kette von kleinen runden Partikeln oder ein Filamentstück mit einigen klei­
nen Partikeln am Ende, deren Durchmesser dem des Filaments entsprach. 

Stark deformierte große Formen kamen nicht nur in Passagen mit etwa 
1000-10000 EIDso vor, sondern auch in der Allantoisflüssigkeit eines mit 
einer Grenzverdünnung (10-G) geimpften Bruteies. Die Zugehörigkeit der 
großen Partikel zum Formenkreis des Influenzavirus wurde durch das Vor­
handensein der typischen Spikes und durch die elektronenmikroskopisch 
nachgewiesene Agglutinierbarkeit durch spezifisches Antiserum bewiesen. Sie 
fanden sich auch in Präparationen, die durch Adsorption an Hühnererythro­
cyten und nachfolgende Elution gereinigt worden waren. 

Versuche, auch mit Formalin eine gleichwertige FixierWlg zu erreichen, führten zu 
keinem befriedigenden Ergebnis. Selbst bei VariierWlg der Formalinkonzentration bis 20% 
und der Zeit von 10 min bis 4.5 Std. waren noch polymorphe Viruspartikel zu sehen. Lange· 
re FormalinfixierWlg bewirkte eine SchädigWlg der Elementarkorperchen. 

Diskussion 

Bei allen untersuchten Stämmen sahen wir in unfixierten Präparaten 
eine wechselnde Zahl von großen. stark verformten Partikeln, die wir wegen 
der übereinstimmung mit den Abbildungen von inkomplettem Influenza­
virus (BARRY et al. ; MOORE et al. ; MORGAN et al.; u. a.) für inkomplette For­
men halten. Sie wiesen den für die Myxovirusarten typischen Borstenbesatz 
auf, wurden durch spezifisches Antiserum ebenso agglutiniert wie komplettes 
Virus und fanden sich noch nach Reinigung durch Adsorption an Erythro­
cyten und Elution. Inkomplette Formen werden nach v. MAGNUS auch bei 
Verimpfung von stark verdünntem Virus gebildet, wenn auch in weit gerin-

4 Erste Abt. Orlg. Bd. 203 
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gerer Menge als in Passagen mit unverdünntem Virus. Wir fanden sie noch 
bei Infektion mit einer Grenzverdünnung von 10-9

• Stammunterschiede ha­
ben wir im Rahmen diescr Arbeit nicht gcnauer unt.ersucht. 

Die bizarre Gestalt, die manche inkomplette Viruspartikel in unfixierten 
Präparaten zeigten, ließ uns anfangs an eine Verunreinigung unserer In­
fluenzavirusstämme mit Mykoplasmen denken, eine Möglichkeit, die aufgrund 
der Hinweise von HA YFLICK in Gewebekulturen und Brutciern in Betracht 
kommen konnte. Dieser Verdacht licß sich durch den negativen Ausfall von 
Kulturverfahren und durch elektronenmikroskopische Vergleiche entkräften 
(siehe die nachfolgende Arbeit über die Morphologie der l\lykoplasmen). 

Parallel zu unscren Untersuchungen an Mykoplasmen haben wir nun der 
Influenzavirus-haltigen Flüssigkeit vor dem Aufbringen auf die Objektblen­
den Fixierungsmittel zugesetzt. Naeh Fixierung mit Formalin in verschie­
denen Konzentrationen und verschieden langer Einwirkungszeit traten noch 
verformte Partikel auf. Wir nahmen deshalb OsO, in isotoner Kochsalzlösung 
und sahen, daß damit alle Viruspartikel. komplet.te und inkomplette, ange­
nähert rund blieben. Sie zeigten nicht mehr den in unfixierten Präparaten 
häufig beobachteten Randwulst und auch keine Fortsätze. Bei Fixierungs­
zeiten von nur 1-3 min war der Borstenbesatz fast ebenso gut darstellbar wle 
in unfixierten Präparaten. Längere Fixierung führte zu einer gewissen Schä· 
digung. MOORE et al. fixierten Suspensionen von inkomplettem Influenza­
virus in Aq. desto mit OsO,-Dampf und sahen keinen Unterschied zu unfi­
xierten Präparaten. Dieser Befund zeigt, daß auch hypot.one Lösungen zu 
Deformierungen führen (siehe nachfolgende Arbeit). 

Unsere Ergebnisse erfuhren durch Versuche von Bm,AR und Mitarb. mit 
einem aviären Myeloblastosevirus, das in unfixierten Präparaten polymorph. 
nach Fixierung dagegen rund war, eine Ergänzung. Diese Autoren zeigten. 
daß die Deformierungen im wesentlichen durch das Trocknen der Elementar­
körperchen in einer beim Trocknen sich konzentrierenden Salzlösung verur­
sacht wurden. Der Einfluß einer stark hypertonen Lösung auf Influenza­
viruspartikel wird aus unseren Abbildungen 10 und tl deutlich. übcr ähn­
liche Ergebnisse mit Newcastle-Disease-Virus berichteten bereits BANG und 
SHARP et al. 

Die Einwirkung einer hypertonen Lösung auf Viruspartikel in Suspen­
sion führte in unseren Versuchen nicht zur Ausbildung von Randwülsten : 
diese Form entstcht offenbar nur ,wenn eine hypertonc Lösung auf Elementar­
körper einwirkt, die auf einer Unterlage liegen. Die elastische Membran der 
Influenzaviruspartikel blcibt bei geringeren Deformierungen intakt. , bei Ein­
wirkung stärkerer Kräfte wird sie überdehnt, wodurch die regelmäßige An­
ordnung der Spikes auf der Oberfläche verändert wird (Abb. 8). Reißt die 
Membran ein, so erkennt man entweder eine Unterbrechung des Borstensaums 
(Abb. 7 und8) oder sogar den Austritt von Inhalt (Abb. 3 1). Andererseits kann 
es aber auch zur Abschnürung von runden Partikeln kommen, an deren Bor­
stensaum kein Defekt zu erkennen ist (Abb. 7). 

Randwulstformen entstehen nach unseren Beobachtungen nur aus den 
auch in Schnittpräparaten relativ leer erscheinenden inkompletten Partikeln 
(l\IORGAN, Hsu und ROSE), die in fixierten und bedampften Präparat.en stark 

1 Ähnliche Abbildungen wurden während der Drucklegung dieser Arbeit von 
STEVENSON und BIDDLE (Nature 212, 619-621 (1966) ) veroffentlicht, aber anders gedeutet . 
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abgeflacht sind. Komplette Elementarkörperchen mit einem widerstands­
fähigeren Nukleoid werden nicht in dieser Weise verformt. Diese Deutung 
entspricht im wesentlichen derjenigen, die BONAR et al. gegeben haben. 

Der Fixierungsversuch in hypertoner Lösung zeigt, daß die Fixierung 
stark deformierter Partikel mit langen Ausläufern möglich ist und daß sie sich 
nicht etwa unter dem Einfluß des Osmiumtetroxyds abrunden. Wir meinen 
deshalb, daß die nach Fixierung in isotonern Milieu gefundenen runden 
Formen dem wahren Bild der Influenzaviruspartikel am nächsten kommen. 
Daß darüber hinaus Filamente mit oder ohne Bulbus als echte Influenza­
virus-Formen anzusehen sind, wird durch unsere Versuche bestätigt. 

Zusammenfassung 

Fixiert man Influenzavirus aus Allantoisflüssigkeit, bevor es auf Objektblenden ge­
sprayt wird, mit OsO, so bleiben die Viruspartikel annähernd sphärisch. Partikel mit 
Ausstülpungen ( .. Knospen") oder Hantel- und Hörnchenformen, wie sie vielfach abge­
bildet worden sind, traten dann nicht mehr auf, während filamentose Virusformen er­
halten blieben. "'ir nehmen an, daß die vielgestaltigen Formen aus unfixierten Elementar­
körperchen entstehen, die in aalzhaltiger Lösung auf der Blende antrocknen. Als besonders 
stark verformbar erwiesen sich große inkomplette Partikel. 

Abstract 

l\Iorphological investigations on fixed and unfixed influenza virus particles 
K. Reuss, C. Plescher, D. Hülser and K. Herzberg 

Tho gross morphology of OsO,-fixed and unfixed influenza virus particles was in­
vestigated in negatively stained and in Pt-shadowed preparations. Unfixed partieles 
appeared highly pleomorphie: small elementary bodies showed elongated and dumb-bell 
forms; large, presumably ineomplete partieles revealed irregular outlines. Often they had a 
characteristic ring form with a center of lower density and protrllsions of different length. 
In eontrast with this pleomorphism, all partieles in OsO,fixed preparations showed more or 
less circular outlines. Tbe small particles were roughly spherical, while the larger ones 
appeared rather flat. Highly distorted particles eould be produeed artifieially by suspending 
the virus in hypertonie aalt solution_ The authors eonclllde that the distortion of unfixed 
virus particles is caused by thc drying of the virus suspension in a salt-eontaining medium. 
True filaments were observed both in fixed and unfixed preparations. 

Observations morphologiques de corpuscules elementaires fixes ou non fixes sur des virus 
de la grippe 

Hallazgos morfologicos en corptisculos elementales de virus de la Influenza fijados y no 
fijados 
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Tafel I 

A.Asia-Letalstamm, P\VS-kontrastiert, Vcrgroßerung 70000. 

Abb. 1. unfixiert. 
Abb.2. OsO.-fixiert. Ausschnitte s. Abbildung 3 und 4. 
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Tafel I 
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Tafel II 

A, As ia-Letalstamm 

Abb.3. unfixiert, Ausschnitt aus A bbildllng J , Ve rg rößerung 1-10000. 
Abb.4. OsO.-fL"iert, Ausschni tt aus Abbildung 2, Ve rg" ößerllng 130000 . 
Abb.5. unfL"iert, schräg bedampft Y erg rößerung 550000. 
Abb.6. OsO, -fL"iert, schräg bedampft, Verg röße rung 55000. 
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Tafe l II 
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Tufe l ]TT 

Abb.7. ,\ ,-K unno"cr, unfixicrt, P \\" ~- ko lll ruslic rt , Ve rwößC'rung 180000 ( Pfe il: ~l (' m· 
brulldC'fekl). 

Abb. A,A s ia-Letal tamm, ullfixie rt , P \\" ~·ko nlru ·t i e rl, \ "c rg r. I OOU()!) (Pfe il: ~1 C' mbrall-
cl C' fek t). 

Abb . 9. A, As ia -Letalstumm, unfixiert, se l1l'äg bedampft, \-erg rößerung 120()()(). 
Abb.IO. A, r\ s ia-Letalstamm, in hypcr tonN Lösungfi"ie rt , I'\\·S.kolllrustiC' I"i, O;;O, -fi", ,,rl , 

\ . rg rößcrung Ö UOU. 
Abb.I1. wie Abbildung 10, schrüg bedampft, Ye rg rö ßcrullg öOOO() . 
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Tafel ]lJ 




