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Ultramikroskopische Befunde bei Friihstadien der durch
das Maul- und Klauenseuche-Virus verursachten Myokarditis

Von
Ar1UR LUBKE
Mit 6 Textabbildungen
( Eingegangen am 25. Mai 1960)

In einer fritheren Mitteilung tiber die Pathogenese der durch das Maul- und
Klauenseuche-(MKS-)}Virus verursachten Myokarditis berichteten wir tber die
histologischen Befunde und ihre Beziehungen zur Virusvermehrung und zum
Virusschwund (LUBKE). Unter gilinstigen experimentellen Voraussetzungen
treten die ersten lichtoptisch wahrnehmbaren Fibrillenverinderungen am 2. Tag
post inf. auf. Es schlieBt sich eine zunédchst zellige, schliefilich fibrose Myokarditis
an, die mit einem volligen Virusschwund einhergeht. Die Virusvermehrung eilt in
gewissem Umfange der histologisch erkennbaren Fibrillenschidigung voraus. Es
erschien deshalb wiinschenswert, durch ultramikroskopische Untersuchungen den
Beginn und die Beschaffenheit der ersten virusbedingten Verdnderungen zu er-
fassen, also die infizierten Herzen am 1. und 2. Tag nach der Infektion zu unter-
suchen. Um eine starke Virusvermehrung und damit eine auch fiir elektronen-
mikroskopische Untersuchung quantitativ ausreichende Myokardschidigung zu
erzielen, benutzten wir nicht nur einen als besonders virulent bekannten Virus-
stamm, sondern auch Miuse aus einer fiir das MKS-Virus hochempfinglichen
Inzestzuchtlinie,

Material und Methodik?®

Neun weibliche Méuse einer spontan fiir das MKS-Virus hochempféinglichen Inzestzucht-
linie im Alter von 39 Tagen und von etwa 21 g K. Gewicht wurden mit dem fiir erwachsene
Mause relativ stark viralenten C1-Stamm des MKS-Virus [0,5ml einer Verdiinnung von 102
(Titer 10-53) pro Maus] 1i.p. infiziert. Drei Tiere wurden einen Tag, 4 Tiere 2 Tage nach der
Infektion durch Dekapitation getotet (2 Impftiere starben am 2. Tage post inf. an der virus-
bedingten Myokardschidigung). Unmittelbar nach der Tétung wurden die noch schlagenden
Herzen entnommen.

Zur elektronenoptischen Untersuchung wurden kleine Stiicke der Herzspitzen von etwa
1 mm Kantenlinge sofort fiir 2 Std in 1 %iger isotonischer, gepufferter Osmiumséure (pz 7,2)
fixiert. Nach Waschung in isotonischer Kochsalzlosung und der iiblichen Entwésserung in
der Alkoholreihe Einbettung in einem Gemisch von Methyl- und Butyl-Methacrylat im Ver-
héltnis 1:10. Die Blocke wurden mit einem Porter-Blum-Mikrotom geschnitten. Fiir die
elektronenmikroskopische Untersuchung diente ein Siemens-Elmiskop 1.

Zur lichtoptischen Untersuchung wurden von jedem Herzen diinne Scheiben in 10 %igem
Formalin fixiert und Gefrierschnitte mit H.E. und Sudan 11T geférbt.

Die iibrige Herzmuskulatur wurde eingefroren und in der iblichen Weise an infantilen
Msusen austitriert.

! Die Schnitte und Aufnahmen fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ver-
danke ich dem liebenswiirdigen Entgegenkommen von Frau Dr. E. REczro, Leiterin des
elektronenmikroskopischen Labors unserer Anstalt. Ich méchte Frau Dr. REczxo hierfir
meinen verbindlichsten Dank aussprechen.

33*



488 ARTUR LUBKE:

Elektronenmikroskopisch untersucht wurden 2 Herzen nach eintéigiger, 4 Herzen nach
zweitdgiger Infektionsdauer sowie 2 Herzen nicht infizierter Normalméuse zur vergleichenden
Kontrolle.

Befunde
1. Virusgehalt. Schon am 1. Tage post inf. bestand eine starke Virusvermeh-
rung im Herzmuskel mit Titern von 1073:5. Am 2. Tage post inf. war die Titer-
héhe bei allen Herzen 10755,
2. Lichtoptischer Betund. Am 1. Tage post inf. lieBen sich keine spezifischen
Veranderungen feststellen. Am 2. Tage waren alle Herzen stark diffus verfettet
und von zahlreichen Fibrillennekrosen in multipler Verteilung durchsetzt.
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Abb. 1. Herz 1: 1 Tag nach MKS-Infektion. Virustiter im Herzmuskel 10-%.°, Histologischer Be-

fund o.B. Ultramikroskopischer Befund: Sarkoplasmareticulum SR leicht 6dematds aufgetrieben.

Sarkolemm leicht ddematds aufgelockert | . Mitochondrien M7 und Myofibrillen M o.B. Z-Streifen,
M-Linien und Subfibrillen deutlich. Elektronenoptisch: 10000:1; Endvergroferung: 30000 :1

3. Ultramikroskopischer Befund. «) I Tag nach der Virusinfektion. Herz 1
zeigt einen weitgehend normalen Befund. Die unveréinderten Myofibrillen lassen
Z-Streifen, M-Linien und Subfibrillen sehr schén erkennen. Die dicht gelagerten
Mitochondrien sind normal grof und klar gezeichnet. Nur das Sarkoplasma-
reticulum erscheint bei einem Teil der untersuchten Fibrillen maBig ddematos
aufgetrieben. Auch im Bereich der Protomembran (Abb. 1) besteht dann eine
leichte 6dematose Auflockerung. Endothelzellen o.B. Fetttropfen fehlen in den
untersuchten Schnitten.

Herz 2 weist eine verstirktes Odem auf. Das transversale Reticulum tritt
durch eine vorwiegend klein- bis mittelblasige Auftreibung seiner Hohlréume
relativ deutlich in Erscheinung. Am stdrksten sind die subendothelialen Zell-
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partien aufgelockert (Abb. 2). In Abb. 2 sind auch die unmittelbar der Proto-
membran anliegenden Myofibrillen feinblasig durchsetzt. In fast jeder Aufnahme
findet man einzelne oder mehrere (Abb. 2) kompakte Fetttropfen, die zum Teil
groBer sind als die, die gelegentlich in normalen Herzen vorkommen. Sie schmie-
gen sich eng den anliegenden Mitochondrien an. Die Myofibrillen sind unveréndert,
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Abb. 2. Herz 2 (vgl. Abb. 2): 1 Tag nach MKS-Infektion. Virustiter 10-%:%. Ultramikroskopischer

Befund: Kleinblasige, manchmal perlschnurdhnliche { Auftreibung des transversalen Reticulums SR.

Feinblagige 0dematdse Auflockerung der subendothelialen Myofibrillen M. Fetttropfen ¥ gegeniiber

der Norm vermehrt und vergrifert. Kleinfleckige Aufhellung der meisten Mitochondrien Mi. Hlek-
tronenoptisch: 10000:1; EndvergréBerung: 30000:1

auf den meisten Aufnahmen auch die Mitochondrien. Doch zeigen diese gelegent-
lich eine kleinfleckige Matrixaufhellung (Abb. 2). Die Endothelzellen sind, soweit
untersucht, ohne Besonderheit.

b) 2 Tage nach der Virusinfektion. Die ultramikroskopischen Befunde der
nach zweitdgiger Infektionsdauer untersuchten Herzen gleichen einander weit-
gehend. Die meisten Fibrillen, welche den histologisch verfetteten Fasern ent-
sprechen, zeigen folgenden Befund: Die Herzmuskelzellen sind gleichmiBig von
zahlreichen Fetttropfen durchsetzt, die in bldschenférmigen Hohlrdumen liegen,
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ohne diese aber vollig auszufilllen (Abb. 3, 4). Diese blasigen Hohlrdume, welche
stets engen Kontakt mit Mitochondrien zeigen, enthalten also neben den Lipoiden
Odemfliissigkeit. Wir halten sie fiir 6dematds erweiterte Zisternen des trans-
versalen Reticulums. Die iibrigen fettfreien Blaschen des Sarkoplasmareticulums
sind eng, ebenso das longitudinale Reticulum. Das transversale Reticulum scheint
also ungleich erweitert zu sein. Die meisten Mitochondrien erscheinen unveréndert;

Abb. 3. Herz 3: 2 Tage nach MK S8-Infektion. Virustiter im Herzmuskel 10-%° Histologischer Befund:
starke diffuse Fibrillenverfettung. Multiple frische Einzelfasernekrosen. Ultramikroskopischer Be-
fund: Starke diffuse Verfettung. Die gleichméfig verteilten Fefttropfen F' liegen einzeln, paarweise
oder zu dritt jeweils in blasigen Hohlrdumen. Die Bléschen haben eine diinne Membran und liegen
dicht neben oder inmitten von Mitochondrienpaketen. Diz Mitochondrien M7 sind z. T. fleckig auf-
gehellt Mi,. Die nicht verdnderten Myofibrillen M lassen eine, wahrscheinlich infolge Schnittstau-
chung enge Z-Streifung erkennen. Xlektronenoptisch: 5000 :1; Endvergriferung: 15000 :1

manche sind jedoch kleinfleckig oder gréber aufgehellt. Auch das Cytoplasma
einzelner Capillarendothelien ist stellenweise blasig-6dematds aufgelockert,
gelegentlich enthdlt es auch grolere Fetttropfen. Myofibrillen o.B. Abb.5
zeigt zwel benachbarte Herzmuskelzellen mit stirkeren Verdnderungen. Das Sarko-
plasmareticulum ist stellenweise so stark odematds erweitert, dafi seine wber-
dehnten Zisternen konfluieren. Hier sind die Mitochondrien zwar auseinander-
gedrangt, trotzdem mnoch gut strukturiert, an anderer Stelle dagegen unter
Lamellenzerfall partiell oder total aufgehellt. Die Mitochondrien der linken Zelle
zeigen Auflosungs- oder Verklumpungserscheinungen der inneren und &duBeren
Lamellen und zahlreiche osmiophile, feingranulierte Haufchen (Mitochondrien-
granula ?). Wir vermuten, dal es sich bei diesen Granula um verklumpte und
zerbrockelte Cristae handelt. Auch der in der rechten Zelle dargestellte Herz-
muskelkern enthidlt mehrere feinkérnige osmiophile Granula (Chromatinver-
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Abb. 4. Herz 4: 2 Tage nach MKS-Infektion. Virustiter 107%3°,  Ultramikroskopischer Befund:

Transversales Sarkoplasmareticulum 7'SE crweitert. Einzelne Blaschen unvollstdndig mit Fetttropfen

I angefillt. Longitudiales Sarkoplasmareticulum LSE o.B. Herzmuskelkern HK mit groBem Nu-

cleolus N unverandert. Mitochondrien M1t kleinfleckig aufgchellt. Myofibrillen M o.B. Elektronen-
optisch: 20000:1; BndvergrdBerung: 60000:1

klumpungen ?). Die in Abb.5 angeschnittenen Myofibrillen sind verschieden
stark aufgehellt oder schon nekrotisch.
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Abb. 5. Herz 3 (vgl. Abb. 3). Ultramikroskopischer Befund: 2 benachbarte Herzmuskelzellen. Zell-
grenzen | nur stellenweise erkennbar. In beiden Zellen stark ddematds erweitertes Sarkoplasma-
reticulum SR. Fetttropfen F. Mitochondrien der linken Zelle M3i, durch das Odem auseinander-
gedrangt. Mitochondrien M7, in Kernndhe zum Teil aufgehellt. Deutliche Vesiculation des peri-
nucledren Raumes V. Mitochondrien der rechten Zelle M7, zeigen Auflésung oder Verklumpung der
Cristae, z. T. auch der AuBenmembranen und enthalten haufig elektronendichte feingekdrnte granu-
lierte Verdichtungen MG. Myofibrillen leicht M, oder stirker M, aufgehellt, Elektronenoptisch:
5000 :1; EndvergréSerung: 15000:1
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Beispiele fir frische Fasernekrosen, die in den histologischen Schnitten multipel
gehauft vorkommen, sind in Abb. 6 dargestellt. Das ganze Sarkoplasma ist stark
odematos aufgelockert. Alle Mitochondrien sind aufgebliht oder bis zur Un-
kenntlichkeit zerfallen und aufgelost. Die Myofibrillen sind zwar gerade noch
erkennbar, aber aufgehellt und aufgetrieben, ihre Subfibrillen spinngewebsihnlich
aufgelockert, nur noch schattenhaft erkennbar oder nicht mehr erhalten. Gelegent-
lich trifft man in den Nekrosen Reste der kompakteren Fetttropfen.

Besprechung

Die Myokardverinderungen einen Tag nach der Infektion mit dem MKS-Virus
sind selbst nach ultrahistologischem MaBstab geringgradig. Dies ist insofern
erstaunlich, weil bereits eine relativ starke Virusvermehrung eingetreten ist. Der
Prozefl beginnt mit einem leichten Odem, welches vornehmlich auf die préfor-
mierten IHohlrdume des transversalen Sarkoplasmareticulums beschrinkt ist.
Gleichzeitig ist eine etwas vermehrte Anflutung von Fett bzw. seine verminderte
Oxydation nachweisbar. Die in einigen Aufnahmen hervortretende kleinfleckige
Matrixaufhellung durfte auf eine beginnende Schidigung der betreffenden Mito-
chondrien hinweisen. Jedoch sind die meisten Mitochondrien intakt. Die Myo-
fibrillen sind unverandert.

Am 2. Tag nach der Infektion sind die Befunde wesentlich markanter, was
nicht tiberrascht, da neben hohen Virustitern schon lichtoptisch schwere Herz-
verdnderungen nachweisbar sind. Wie in den histologischen Priparaten zeigen
die ultramikroskopischen Aufnahmen neben Fibrillen, deren Strukturen ver-
andert, aber nicht irreversibel geschidigt erscheinen, vollig destruierte, also
nekrotische Fasern.

Die ersteren sind vor allem durch eine multiple Verfettung charakterisiert, die
wir als Feitanschoppung bezeichnen mochten. Die Fetttropfen liegen in blischen-
formigen Hohlrdumen, ohne sie aber auszufilllen. Anscheinend ist es zu einer
Entmischung der Lipoide innerhalb des wéBrigen Blischeninhaltes gekommen.
Die Blaschen selbst halten wir fiir erweiterte Zisternen des transversalen Sarko-
plasmareticulums; man hat den Eindruck, daB sich die einstrémende Odem-
fltissigkeit ungleichmaBig in seinen Spalten verteilt. Immer stehen die fett-
haltigen Blischen in engstem Kontakt zu Mitochondrien, wie das auch bei Herz-
verfettung infolge anderer Ursachen (vgl. Pocug) der Fall ist. Manche Mito-
chondrien sind aufgequollen, aber nicht zerfallen, viele bleiben morphologisch
intakt. Es kann uns deshalb die Vorstellung einer primiren Mitochondrien-
schiddigung als Ursache der ungeniigenden Fettverbrennung nicht befriedigen.
Fiir die Deutung der Fettanschoppung erscheint uns die Beobachtung wichtiger,
daB die Lipoide von einer ,,isolierenden‘‘ Odemschicht umgeben sind. Wir stellen
uns vor, dafl durch diese Kontaktbehinderung zwischen Mitochondrien und Li-
poiden die Oxydation der Fette beeintriichtigt wird. Bei nur eintagiger Infek-
tionsdauer liegen dagegen die Fetttropfen den Mitochondrien eng an, da der
(Odemmantel fehlt. Ebenso scheint es bei anderen, sonst ahnlichen Fibrillen-
verfettungen, etwa beim Siebenschlidferherz (Abb. 11 in der Arbeit von PocHE)
der Fall zu sein.

Die Odembildung am 2. Infektionstag betrifft auBer dem Sarkoplasmareti-
culum das Cytoplasma von Capillarendothelien und einen Teil der Mitochondrien.
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Die Funktion der partiell oder total aufgequollenen Mitochondrien diirfte
gehemmt sein. Allerdings sollen nach MitLer Veréinderungen, bei denen die
duBere Mitochondrienmembran intakt und Reste von Innenmembranen vor-
handen sind, reversibel sein. Die Myofibrillen in diesen Herzmuskelzellen sind
durchweg unverdndert, wahrscheinlich, weil eine gentigend grole Zahl von Mito-
chondrien fiir den Energiestoffwechsel erhalten bleibt. Die Feststellung anderer

-
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Abb. 6. Herz 3 (vgl. Abb. 3). Ultramikroskopischer Befund: Nekrose. Gewebe durch Odem aufge-
lockert und vielleicht zusiitzlich artefiziell auseinandergedringt. Myofibrillen 3 nekrotisch aufgehellt.
Einzelne Myofibrillen M, lassen noch Aufbau aus Subtibrillen erkennen. Mitochondrien M7 zerfallen
und aufgeldst. Bei F' Rest eincs Fetttropfens. Elektronenoptisch: 5000:1; EndvergréBerung:15000:1

Autoren (z. B. Bixg), daB die Myofibrillen bzw. das Actomyosin von allen Struk-
turen der Herzzellen am unempfindlichsten sind, stimmt mit unseren Befunden
iiberein. Allgemein vermitteln die ultrahistologischen Bilder den Eindruck, da8
die Herzmuskelzellen in diesem Stadium nur reversibel geschidigt sind.

Die Fibrillennekrosen sind ultramikroskopisch durch eine totale oder subtotale
Zerstérung aller Fibrillenbestandteile gekennzeichnet. Allem Anschein nach
kommt es in diesen Fasern zu einem ungehemmten Einstrom von Odemflissigkeit,
dadurch zur volligen Zerstérung des Hohlraumsystems des Sarkoplasmareti-
culums und zur hochgradigen, zerstorenden Aufquellung simtlicher Mitochondrien.
Manche Mitochondrien sind an ihren Lamellenstimpfen gerade noch, andere
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nicht mehr sicher zu erkennen. An ihrem Funktionsausfall diirfte kein Zweifel
sein. Jetzt sind auch die Myofibrillen durch Aufquellung und Zerfall der Sab-
fibrillen in den Zerstorungsprozel einbezogen. Anscheinend lésen sich die Myo-
fibrillen im nekrotischen Bezirk erst als Folge des durch den Mitochondrien-
untergang verursachten Enzymausfalls auf. Die Nekrosen irefen also ultramikro-
skopisch nicht wie im lichtoptischen Bild als Verdichiung (Koagulation), sondern
als eine durch massives Odem enistandene Aufweichung (Kolliqguation) in Er-
scheinung.

Wir vermuten, daB es Ubergangsstadien zwischen den reversibel und irre-
versibel geschadigten Fibrillen gibt. Aus technischen Griinden mulBiten wir es
uns versagen, ihnen eingehend nachzuspiiren. Wahrscheinlich deutet die Abb. 5
ein solches Zwischenstadium an. Da nach lichtoptischen Befunden die Fibrillen-
nekrosen in kiirzester Zeit entstehen, sind vermutlich Ubergangsbilder nicht allzu
héufig, zumal damit zu rechnen ist, dall der Prozef oft im Stadium der Fibrillen-
verfettung gestoppt wird.

Wir schliefen aus unseren ultramikroskopischen Befunden, daf die durch das
MXS-Virus verursachte Myokardschidigung primér durch einen vermehrten
Einstrom von Blutflissigkeit in das Sarkoplasma der Herzmuskelzellen hervor-
gerufen wird. Das Odem breitet sich zunichst verstiarkt im Hohlraumsystem des
transversalen Reticulums aus, bringt einen Teil der Mitochondrien zur Awuf-
quellung und behindert durch Kontakterschwerung die Oxydation der einge-
schleusten Lipoide. Bei starker Uberflutung kommt es durch Zerstérung der
Mitochondrien zum Funktionsausfall ihres Multienzymapparates, infolgedessen
mangels Energieausbildung und -bereitstellung zur Aufquellung und zum Zerfall
der Myofibrillen, d.h. zur vélligen Nekrose der Herzmuskelzelle. Die Odem-
bildung in der Herzmuskelzelle wird vermutlich durch eine Erhchung des osmoti-
schen Druckes infolge Ansammlung intracellulirer Zwischenprodukte bei der
Virusproduktion induziert. Eine primére virusbedingte Schidigung der Mito-
chondrien 186t sich aus den ultrahistologischen Bildern nicht ableiten.

Das MKS-Virus scheint im Organismus primédr einen einheitlichen patho-
genetischen Vorgang, der zur Bildung eines intracelluléiren Odems fiikrt, auszuldsen.
Br fiihrt im Schleimhautepithel zur Aphthenbildung, in der Herzmuskulatur zur
Entstehung von Fasernekrosen.

Zusammentassung

Zur Ergidnzung lichtoptischer Befunde bei experimenteller Maul- und Klauen-
seuche-Myokarditis wurden Mauseherzen im Frithstadium, also am 1. und 2. Tage
nach der Virusinfektion ultramikroskopisch untersucht. Am 1.Tage waren
trotz deutlicher Virusvermehrung histologisch keine, ultramikroskopisch relativ
unbedeutende Befunde (beginnendes Faserddem, leichte Verfettung) feststellbar.
Am 2. Tage post inf. mit hohem Virusgehalt der Herzmuskulatur waren die ultra-
mikroskopischen Befunde entsprechend den schon lichtoptisch starken Ver-
dnderungen deutlich ausgeprigt. Die histologisch verfetteten Fasern zeigen
elektronenoptisch aufler einer starken Fettanschoppung ein ausgeprigtes Odem.
Da ein Teil der Mitochondrien und dementsprechend die Myofibrillen intakt
bleiben, diirfte es sich um eine reversible Schiadigung handeln.
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Die histologisch als Koagulationsnekrosen imponierenden Fasern stellen ultra-
mikroskopisch Kolliquationsnekrosen dar, die als Folge eines massiven Odems
durch Auflosung simtlicher Mitochondrien und Myofibrillen gekennzeichnet sind.
Es wird aus den Befunden geschlossen, daB die intracellulire Odembildung das
priméire pathogenetische Prinzip bei der Infektion mit dem MKS-Virus darzu-
stellen scheint, nicht nur bei der Bildung von Virusblischen im Epithel der Haut
und Schleimhaut, sondern auch bei der Entstehung der Fasernekrosen in der
Herzmuskulatur.

Summary

As a supplement to studies with the light microscope of experimental foot
and mouth disease the hearts of mice were examined electron-microscopically
during the early phases; that is, on the 1st and 2nd days after the virus infection.
On the Ist day, despite an obvious increase in the virus, relative insignificant
changes were made out electron-microscopically (beginning edema of the muscle
fibers, mild fatty change). .On the 2nd day with a heavy viral infection of the
myocardium the submicroscopic studies showed severe changes corresponding
with those seen with the light microscope.

Besides the histologically evident fatty change of the muscle fibers, there was
electronmicroscopically an engorgement with fat and a severe edema. Since a
portion of the mitochondria and accordingly the myofibrils remained intact, the
changes probably represent a reversible damage.

The fibers seeming to have undergone coagulative necrosis histologically gave
electronmicroscopically the appearance of liquefactive necrosis. This was the
result of a massive edema and was characterized by dissolution of all mito-
chondria and myofibrils. From the results it has been concluded that the intra-
cellular edema appears to represent the primary pathogenetic principal in the
infection with the foot and mouth disease virus. This held true not only for the
formation of vesicles in the epithelium of the skin and mucosa, but also for the
development of the necrosis in the myocardial fibers.
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