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Bull. Schweiz. Aked. Med, Wiss. 33, 111-124 (1977)

Elektronenmikroskopische Abteilung, Anatomisches Institut der Universitat Zurich

MORPHOLOGISCHE VIRUS-DIAGNOSTIK

GONZAGUE 5. KISTLER

Zusammenfassung

Morphologische Virusdiagnostik beruht auf dem Nachweis makroskopisch, lichtmikroskopisch
und/oder ultrastrukturell feststellbarer Verdnderungen an Organen, Geweben und Zellen.
Zytopathogene Veréinderungen kdnnen dabei durch die Virus-Replikation direkt bedingt oder
aber sekunddrer Natur sein. Fur den Nachweis von Viruspartikeln und viralen Antigenen ste-
hen heute verschiedene morphologische Methoden unterschiedlicher Spezifitit zur Verfiigung,
die anhand einiger Beispiele demonstriert werden. Die morphologischen Charakteristika der

Viren einiger wichtiger Gruppen werden tabellarisch zusammengefasst.

Summurlr

Morphological virus diagnosis is based on the detection of pathological changes in organs,
tissues and cells at the macroscopic, lightmicroscopic and/or ultrastructural levels. Cyto-
pathic effects may be caused directly by virus replication or be secondary in nature. A num-
ber of morphological methods with different degrees of specificity are available for the de-
monstration of virus particles and viral antigens. Examples are presented and the most impor-

tant morphological characteristics of the viruses of the major groups are summarized.

1. Einleitung

Dem klinischen und experimentierenden Virologen stehen fur den Nachweis eines viralen
Infektes eine Vielzahl direkter und indirekter Methoden zur Verfigung. Diese reichen von

der klinischen Beobachtung (Epidemiclogie, Inkubationszeit, Organmanifestation, Verlauf

usw.) Uber immunologische Verfahren (Komplementbindungs-Reaktion, Hémagglutinations-

Hemmtest, Neutralisationstest, Immunoprizipitation, Immunofluoreszenz usw.) bis zur

morphologischen Untersuchung (licht- und elektronenmikroskopische Histo- bzw. Zytopatho-

logie, ultrastrukturelle Virologie) und zur Virus-Isolation (Zell- oder Organkultur, Hihn-
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chen-Embryo, grossere Versuchstiere). Die Spezifitdt dieser Methoden ist dabei recht unter-
schiedlich. So kann beispielsweise ein "rubelliformes" Exanthem nicht nur bei einem Rételn-
infekt, sondem auch bei andern viralen Erkrankungen und bei nicht-virusbedingten Allergien
auftreten. Das in einer Ldsion nachgewiesene Virus ist eventuell nicht der Erreger, welcher
eine in Frage stehende Grundkrankheit ausgeldst hat. Schliesslich bediirfen empfindliche
Nachweismethoden fur Viren, virale Antigene oder virale Antiktrper strenger Kontrollen zur
Ausschaltung von technischen Artefakten. Zur Sicherung der Diognose werden daher haufig
mehrere Nachweisverfohren parallel verwendet und einzelne Untersuchungen im Verlaufe
einer wahrscheinlich v.lirusbedingten Erkrankung wiederholt (z.B. Messung eines Titeranstie-
ges virus-spezifischer Immunglobuline im Serum).

Morphologische Virusdiagnostik im weitesten Sinne spielt sich auf verschiedenen Ebenen ab.

Diese reichen von der Feststellung makroskopisch sichtbarer Infektzeichen {Abb, 2, Exan-
them, Pusteln, Warzen usw.) Uber lichtoptisch zu becbachtende, histo- und zytopathologi-
sche Verdnderungen (Infiltrate, Zellproliferation, Einschlussksrperchen usw., Abb. 3, 4) bis
zum elektronenmikroskopischen Nachweis ven intra= und extrazelluldren Viruspartikeln
(Abb. 7 - ?) und von strukturellen Verinderungen an Zellen und deren Organellen (zyto-
pathische Effekte, Fusion oder Proliferation von Membranen des endoplasmatischen Retikulum
usw.). Hinzu kommt der Nachweis funktioneller Aenderungen an und/oder in infizierten Zel-
len, die sich eventuell morphologisch erfassen lassen (Verschiebungen im Enzym=-Muster, Ver-
lust der Kontakt-Inhibition bei transformierten Zellen in vitro usw.). Im folgenden sollen ei-
nige der fir die morphologische Diagnostik wichtigen Eigenschaften viraler Erreger zusam-
mengefasst und anhand weniger Beispiele dokumentiert werden. In Anbetracht der Grisse des

Forschungsgebietes kann diese Uebersicht dabei keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben.

2, Definitionen, Klassifikation

Viren (Synonym: Viria) sind makromolekulare Komplexe, deren spezifische, chemische und
morphologische Eigenschaften die Grundlage der modernen Virus=Klassifikation bilden

(STARKE und HLINAK, 1972; MELNICK, 1975). lhr Genom besteht aus einer einzelnen Nu-

Abb. 1. Klassifikation von Viren aufgrund der Form ihres Nukleckapsids (nach Starke und
Hlinak, 1972):
la) Virus mit isometrischer Nukleokapsid-Symmetrie.

Beispiel: Herpesvirus im Negativkontrast.
1b) Virus mit helikaler Nukleokapsid-Symmetrie.

Beispiel: Influenza-Virus im Negativkontrast,
lc) Virus mit komplexer Nukleokapsid-Symmetrie.

Beispiel: Molluscum-contagiosum-Virus (Pockenvirusgruppe) Negativkontrast.
Negativ-Kontrastierung mittels Phosphorwolframstdure (PWS) 2 %, pH 6.5
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kleinsgure (DINS oder RNS), die ein~ oder doppelstrdngig im Partikel eingebaut ist, linear
oder zirkuldr angeordnet sein kann und in der Regel ein definiertes Molekulargewicht auf-
weist. Viren mit ghnlichen Charakteristika werden bestimmten Gruppen zugeordnet (Pocken-,

Herpes-, Orthomyxo-, Oncornavirus-Gruppe usw.), die sich ihrerseits wiederum in Unter-

gruppen unterteilen lassen (Pockengruppe z.B. mit 6 Untergruppen). Eine weitere Klassifika-

tion erfolgt durch Familien sowie durch Typen und Subtypen (z.B. Herpes simplex hominis

mit 2 Subtypen je nach Pridilektionsstelle fir den Infekt: orale und genitale Stdmme). Fur
verschiedene Viren, so beispielsweise fur den Erreger der Hepatitis B (Australia-Antigen-po-
sitive Hepatitis) steht die Klassifikation jedoch noch aus. Die heutige Gruppierung einiger

wichtiger tierischer und menschlicher Viren ist in den Tabellen | und Il zusammengefasst.

3. Virus-Aufbau

Die Nukleinsdure {= Kern, Nuklecid) eines Virus ist in eine schitzende Proteinhulle {= Kap~

sid) eingeschlossen, die aus einer fur jede Virusgruppe konstanten Zahl von Untereinheiten
(Kapsomeren) besteht, Die Kapsomeren ihrerseits bilden in ihrer Gesamtheit mit der Nuklein-
sdure zusammen das sog. Nukleokapsid, dessen Durchmesser als Klassifikationsmerkmal dient
{(Tabellen | und I}, Der ultrastrukturelle Nachweis der Kapsomeren gelingt am besten im ne-
gativ-kontrastierten Praparat (Abb. 1a).

Je nach der Form des Nukleckapsids lassen sich Viren in drei Kategorien einteilen: Bei Vi-

ren mit isometrischer Nukleokapsid-Symmetrie (Abb. la) sind die Kapsomeren in Form eines
Ikosaeders angeordnet {z.B. Parvo-, Papova-, Herpes-, Picorna- und Toga-Viren). Bei Viren

mit helikaler (schraubenfdrmiger} Symmetrie des Nukleokapsids {Abb. 1b) weist dieses keine

typischen Kapsomeren auf; hier windet sich die Nukleinsiure, in stabilisierende Protein-Ein

heiten eingebettet, um einen zentralen Hohlraum (z.B. Viren der Orthomyxo-, Paramyxo=

Abb. 2, Vacciniavirus-Pusteln, Choricallanteismembran des Huhnchenembryo, 72 h nach In-
fektion. Makroaufnahme.

Abb. 3. Kern-Einschlusskirper (sog. Eulenaugen-Kern) in Schilddrusenzelle eines Neugebo-
renen mit kongenitaler Zytomegalie.

Abb. 4. Thrombus aus pyknotischen Zellkernen, Zellfragmenten und fibrilldrem Material in
Grosshirnvenule eines menschlichen Feten mit virologisch gesichertem Rateln-Infekt, Grosse
Abschnitte der Gefdsswand sind von Endothelzellen entblgsst. Diese Gefdss-Schadigung ist
nicht roteln-spezifisch; sie ldsst sich bei verschiedenen intra-uterinen Virus-Infekten haufig
nachweisen.

Abb. 5. Affennieren-(Vero)Zellkultur nach Inokulation von Rételnvirus. Indirekte Immuno-
fluoreszenz unter Verwendung eines menschlichen Antiserums. Zytoplasmatische Antigende-
pots bei ausgespartem Kern,

14



115



und Rhabdovirus-Gruppe). Die Linge der Helix kann dabei betrichtlich schwanken; ihr
Durchmesser hingegen sowie die Zahl der Proteineinheiten auf den einzelnen Windungen
sind fur das jeweilige Virus konstant und knnen deshalb zur genaueren Identifikation des
Partikels herangezogen werden. Viren mit komplexer Symmetrie des Nukleokapsids kdnnen
sowoh| beide Symmetrie-Formen gleichzeitig aufweisen {Bakteriophagen) oder, wie die Vi-
ren der Pockengruppe, noch komplizierter gebaut sein (Abb. 1c).

Das MNukleckapsid kann mit dem kompletten, reifen, infektidsen Viruspartikel (= Virion)
identisch sein {z.B. Abb. 9; Parvo-, Papova-, Adenco-, Picorna- und Reoviren). Andere Viren
besitzen eine dussere Hille (= envelope, vgl. Abb, 8), die bei der Reifung des Partikels an
intrazytoplasmatischen Membranen (Kernmembran, endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Kom=-
plex) oder an der Zellmembran um das Nukleokapsid gelegt wird (Tabellen | und 11). Nebst
Proteinen und Mucopolysacchariden enthilt diese verformbare Hulle reichlich Lipide, die
das Virion im Gegensatz zu "nackten" Partikeln ttherempfindlich machen. Eine Ausnahme
bildet die komplexe, mehrschichtige Hulle der Viren der Pockengruppe, die in der zytoplas-
matischen Grundsubstanz entsteht. Die meisten Viren mit einer dusseren Hullmembran ent-
halten RINS als genetische Substanz. Innerhalb der Kategorie der DNS-Viren besitzen nur
die Herpesviren eine Hulle, welche die im Kem synthetisierten, nackten Nukleokapside von
der inneren Kernmembran -erhalten (Tabellen | und ll}. Bei Viria verschiedener Gruppen trégt
die Aussenflache der Hulle eine Vielzahl feinster, regelmdssig angeordneter Fortsdtze (= spi-
kes), die Himagglutininen entsprechen (z.B. Orthomyxo- und Paramyxovirus-Gruppe). Auch
Hamolysine (z.B. bei Paramyxoviren) und Enzyme (z.B. Neuraminidase) werden in die Hulle
eingebaut. Auch diese Oberflichen-Differenzierungen der Virushille sind am besten im ne-

gativ-kontrastierten Préparat zu erkennen (Abb. 1b).

4, Virusgrigsse

Mit Grassen von ca. 20 nm (Parvo~ und Picornaviren) bis zu ca, 200 - 300 nm (Paramyxo-

und Pockenviren) nehmen Viria eine Mittelstellung zwischen den Makromolekulen und den

Abb. 6. Tubuloretikuldrer Komplex in Endothelzelle einer Lungenkapillare. Menschlicher
Fet mit gesichertem Ritelninfekt. Diese Proliferation des endoplasmatischen Retikulum wird
praktisch in jedem Fall von intra-uterinen Roteln nochgewiesen, ist fir dieses Virus jedoch
nicht spezifisch.

Abb. 7. Virusmotrix mit reifen und unreifen Vacciniaviren in Hepatozyt eines Hohnchen-
embryos. Beachte die unterschiedliche Morphologie der verschiedenen Reifungsfarmen.

Abb. 8. Immuno-Agglutination von Rételnviren aus Zellkulturiberstand mit spezifischem
Antiserum, Agareinbettung, Diunnschnitt.

Abb. 9. Papilloma-Viren (Papova-Gruppe) im Kem einer Stratum-spinosum-Zelle, Larynxpa-
pillom bei 10-jshrigem Kind.
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kleinsten Mikroorganismen ein (Tabellen [ und Il). Viren der verschiedenen Gruppen zeich-
nen sich also durch gewaltige Dimensionsunterschiede aus. Innerhalb einer Population kann
auch das Volumen einzelner Viruspartikel stark variieren. Viren der Pocken- und Myxovirus-
gruppe werden in den letzten Phasen ihrer Entwicklung in der Regel kleiner, da es zur Kon-
densation ihrer Strukturkomponenten kommt; andererseits fuhrt die Umhillung von Nukleo-
kapsiden durch eine oder mehrere Hiillen zu einer betrdchtlichen Volumenzunahme (z.B.
Viren der Herpesgruppe). Die Partikelgrdsse hdngt zudem stark von der Préparationsmethode
ab (Dunnschnitt, Negativ- oder Positivkontrast, Bedampfung), wobei kleinere Viren ohne
Hulle (z.B. Parvo- oder Picornaviren) weniger artefaktempfindlich sind als grosse mit Hulle
(z.B. Paramyxoviren). Do auch die Dicke eines elektronenmikroskopischen Schnittpraparates
eine Rolle spielt und je nach Verfahren Oberflichendifferenzierungen besser oder schlechter
hervortreten, sollten Grissenbestimmungen wenn miéglich unter Einsatz verschiedener Prapa-

rationsverfahren durchgefiihrt werden {vgl. auch STARKE und HLINAK, 1972),

5. Virus-Replikation
Die Nukleinsdure (DNS oder RINS) stellt das infektitse Agens des Virion dar, Sie enthalt

nicht nur die Information fur die eigene Reproduktion, sondern auch diejenige fur die Bil-
dung spezfﬂsaher viraler Predukte (Eiweisse zur Steverung der Virusreplikation, Struktur-
proteine usw.). DNS-Viren synthetisieren virale Proteine Uber eine spezifische Boten-RNS,
wihrend bei RNS-Viren diese "messenger” -Funktion von der RNS selber auf direktem oder
indirektem Wege erfullt wird. Die komplexen Einzelschritte der Replikation sind je nach
Virusgruppe sehr verschieden und mit konventionellen morphologischen Methoden nur tefl-
weise erfassbar. Die Virusreplikation verlauft in verschiedenen Phasen, die sich wie folgt
abgrenzen lassen (vgl. STARKE und HLINAK, 1972):

Adsorption des Virion an die Wirtszelle. Das Haften des Partikels an der Zelloberfltche
kommt durch Brown'sche Molekulorbewegung sowie durch elektrostatische und zwischenmole-
kulare Krifte zustande, ist also temperaturunabhingig. Die Adsorption wird bei verschiede-
nen Yiren zudem durch entsprechende Haftstrukturen (Rezeptoren) erleichtert, Das Vorhan-
densein (oder Fehlen) aktiver Virusrezeptoren an der Oberfldche von Zellen erklart den in
vivo bei verschiedenen Viren beobachteten Tropismus bzw. die Bevorzugung bestimmter
Zelltypen und Gewebe (z.B. Virusinfekte des Respirationstraktes). In-vitro-Kultivation von
Zellen fuhrt oft zu einer Demaskierung zahlreicher Rezeptoren und damit zu einer erhshten
Empfindlichkeit gegenuber verschiedenen Virustypen. Am elektronenmikroskopischen Prépa-
rat ist es hdufig unmiglich festzustellen, ob Viruspartikel an der Zelloberfldche sich in der
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Adsorptionsphase befinden oder kurz zuvor aus benachbarten Zellen abgegeben wurden. Un-
ter kontrollierten experimentellen Bedingungen (Zeit, Temperatur) an der Zell- oder Crgan-
kultur ldsst sich die Adsorptionsphase jedoch ultrastrukturell gut erfassen.

Virus-Penetration: Das Eindringen eines Virion in die Wirtszelle erfolgt in der Regel durch

Phagozytose (sog. Viropexis) oder durch Fusion der Virushille mit der Zellmembran und ist
energie- und temperaturabhdngig. Bei der Phagozytose zerfillt die Membron der das Virus
enthaltenden Vesikel in der zytoplasmatischen Grundsubstanz, wobei auch allfdllige virale
Hullen aufgeldst werden. Dieser vermutlich durch zelluldre Enzyme verursachte Abbau fuhrt
auch zu einer Auflosung des Nukleokapsids und damit zur Freisetzung der infektissen Nu-
kleinsdure. Bei verschiedenen Viren (z.B. bei Reoviren) erfolgt der Zerfall des Kapsids be-
reits innerhalb des Phagozytosebldschens. Bei anderen (z.B. bei Pockenviren) sind zum Ab-
bau der komplexen Hullen mehrere Schritte notwendig; diese beginnen bereits im Phagozy-
toseb ldschen und werden nach dessen Zerfall in der zytoplasmatischen Grundsubstanz been-
det. Unter kontrollierten Bedingungen sind die einzelnen Schritte der Virus-Penetration ul-
trastrukturel! durchaus zu verfolgen. Eine eingehende Beschreibung der bei der Virus-Adsorp-
tion und -Penetration abloufenden Prozesse findet sich bei LONBERG-HOLM und PHILIP=-
SON (1974).

Eklipse: Diese je nach Virus unterschiedlich lange Phase des Replikationszyklus ist in ihren
einzelnen Schritten sehr verschieden und mit konventionellen morphologischen Methoden -
zumindest in ihren Anfangsstadien = nicht erfassbar, Der Replikation der Nukleinsdure geht
die Synthese von spezifischen Virus-Proteinen (sog. early proteins) voraus; anschliessend
werden die Strukturproteine aufgebaut. Endphasen der Eklipse kdnnen durch Anhdufungen
von viraler Nukleinsdure und spezifischer Proteine ultrastrukturell erkennbar sein (z.B. Auf-
bau von Virus-Matrizes).

Maturation: Unmittelbar an die letzten Phasen der Eklipse schliesst sich in der Regel das
ZusammenfUgen der einzelnen Viruskomponenten (Nukleinsdure, Strukturproteine) zum mor-
phologisch erfassbaren Virus an. Dieser Vorgang kann entweder im Kern oder im Zytoplasma
vor sich gehen, Bei Viren mit Hulle (envelope) transportiert die Zelle das noch immature
Partikel oft Uber ldngere Strecken (z.B. Herpes-Nukleokapside in der Kernmatrix —#=Verla-
gerung an die innere Kernmembran und Umhullung —»Transport in Zisternen des endoplasma-
tischen Retikulum —»und ev. 2. Umhillung). Bei der Reifung entstehen oft Defekte oder
aberrante Partikel; auch kénnen einzelne Strukturkomponenten im Ueberschuss gebildet wer-
den und in der Zelle nachweisbar sein (Abb. 7).

Liberation: Die Freisetzung kompletter, reifer, infektisser Partikel aus der Wirtszelle kann

entweder "explosionsartig" oder mehr oder weniger kontinuierlich verlaufen. Im ersteren
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Falle wird die Zelle regelmiissig zerstért; langsame Ausschleusung von Virionen kann unter
Umsttinden mit einem Ueberleben der Zelle tUber lingere Zeit (oder definitiv) kompatibel

sein (z.B. Knospung von Oncornaviren an der Oberfliche morphologisch intakter Zellen).

6. Zytopathologie des viralen Infektes

Die einen Virusinfekt begleitenden, teils spezifischen, teils unspezifischen zytopathischen
Verdnderungen lassen sich im wesentlichen auf eine Umstellung des Zellstoffwechsels in
Richtung Virusproduktion zuriickfuhren, Die Synthese zellspezifischen Materials (Enzyme,
Strukturproteine usw.) wird gehemmt; je nach Bildungsort der Viruspartikel entstehen im
Kern oder im Zytoplasma Zerstsrungsherde (fokale Lyse). Die Zellmembran und die Membra-
nen der Organellen werden unkontrolliert durchldssig, was zur Schwellung sowoh!| der Zelle
als Ganzes als auch einzelner Kompartimente fihrt. Porallel dozu geht die Synthese virus-
spezifischer Produkte, die sich im Kemn und/oder Zytoplasme anhdufen. Der Zelltod erfolgt
haufig durch die Freisetzung lysosomaler Enzyme als Folge der Membranschédigung dieser
Crganellen. Der zeitliche Ablauf und die Sequenz dieser Prozesse sind dabei je nach Virus
verschieden und in vielen Fdllen vom nicht-virusbedingten Zelluntergang nicht zu unter-
scheiden. Eine umfassende Darstellung licht- und elektronenmikroskopisch erfassbarer Ver-
dnderungen on virus-infizierten Zellen in vivo findet sich z.B, bei DALTON und HAGUE-
NAU (1973), NASEMANN (1974) und CHEVILLE (1975). Verschiedene Viren k&nnen im Or-
ganismus zu infekt-assoziierten, pathologischen Verdnderungen fuhren, die nicht mit der Bil-
dung maturer Partikel einhergehen. Ein typisches Beispiel dafur sind intravasale Embeli und
Thromben (Abb. 4} und die sog. tubuloretikuldren Komplexe des endoplasmatischen Retiku-
lum, die bei verschiedenen Virus-Infekten (z.B. Roteln, Zytomegalie) bevorzugt in Endothel-
zellen menschlicher Embryonen und Feten nachgewiesen werden (Abb. 6) und deren patho-
physiologische Bedeutung nach wie vor unklar ist (KISTLER und GROSCURTH, 1973; KISTLER,
1975). Ferner knnen nicht-virusbedingte (z.B. toxische) Schidigungen einer Zelle ebenso
wie agonale oder postmortale Prozesse zur Bildung von intra- und extrazelluldren Strukturen
fuhren, die im elektronenmikroskopischen Praparat Viruspartikel vortduschen (HAGUENAU,
1973). Aehnliche Artefakte werden auch in inadaequat fixierten Geweben (hdufig z.B. in
Autopsie-Material) beobachtet.

7. Morphologische Methoden fiir den Virusnachweis

Im lichtmikroskopischen Préiparat sind Vertinderungen bei einzelnen viralen Infekten so ty-

pisch, dass sie als pathognomonisch bezeichnet werden durfen. Dies gilt nicht nur fur zyto-

pathogene Effekte in der Zellkultur oder im bebriteten Huhnerei, sondern auch fur solche, die
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im Schnittpréparat zu beobachten sind {Abb. 3). Verschiedene Spezialférbungen erleichtern
zudem die Suche nach nukledren und/oder zytoplasmatischen Einschlusskérperchen (MAYR
et al., 1974). Die Mehrzahl viraler Infekte ist jedoch mit der klassischen, lichtmikroskopi-
schen Technik nicht eindeutig zu erfassen. Im Gegensatz dazu zeichnen sich die Immuno-
fluoreszenz-Verfahren fur den Nachweis viraler Antigene in infizierten Zellen oder Gewe-
ben (GOLDMAN, 1968) durch eine hohe Spezifitat aus (Abb. 5).

Auf der ultrastrukturellen Ebene werden zur Virusdiagnostik nebst der routinemissigen Trans—

missions-Elektronenmikroskopie eine ganze Batterie von Spezialmethoden mit zahlreichen
Modifikationen eingesetzt. Einzelne Verfahren wie die Dunnschnitt=Technik {Abb. 7) oder
der Negativ- bzw. Positivkontrast {(KAY, 1967) und die Immuno-Virusagglutination (ALMEI-
DA und WATERSON, 1969) sind relativ einfach durchzufuhren (Abb. 1 und 8). Mit diesen
Techniken lassen sich Viruspartikel oder Antigen-Partikel (so z.B. dos HB,~Antigen der Hepa-
titis B) feststellen. Andere Verfahren (wie z.B. die Immuno-Elektronenmikroskopie mittels Fer-
ritin oder Enzymen), die aus dem Instrumentarium des experimentellen Virologen nicht mehr
wegzudenken sind, erlouben darber hinous ouch den Nachweis nicht-partikuldrer, viraler
Antigene (FELDMAN et al., 1976), sind aber wegen des z.T. erheblichen technischen Auf-
wandes zu diagnostischen Zwecken nicht allgemein einsetzbar, Verschiedene Methoden, wie
z.B. die Immuno-Rasterelektronenmikroskopie und die Raster-Transmissionse lektronenmikro-

skopie, befinden sich erst in ihren Anfangsstadien.
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