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HOOFDSTUK I 

G E G E V E N S U I T D E L I T E R A T U U R 

Inleiding 

De parainfluenzavirussen behoren tot de familie der myxovirussen. De 
grootte van de parainfluenzavirussen varieert van 150 tot 250 ιτιμ. Het 
vermogen infectie te veroorzaken gaat verloren, indien de virussen wor­
den behandeld met ether of indien ze gedurende korte tijd worden 
blootgesteld aan kamertemperatuur of hogere temperaturen. De para­
influenzavirussen kunnen erytrocyten van verschillende soorten dieren 
agglutineren ; de virussen hechten zich aan receptoren op de erytrocyten, 
die bestaan uit mucoproteïnes. Indien erytrocyten worden toegevoegd 
aan een celcultuur, waarin Parainfluenzavirus is geënt, vindt er een 
binding plaats van erytrocyten aan cellen, indien in of op de cellen 
virus aanwezig is. De erytrocyten zijn hierna niet meer van de cellen af 
te wassen. Deze reactie wordt hemadsorptiereactie genoemd (VOGEL en 
SHELOKOV 1957). Sommige parainfluenzavirussen kunnen lysis van 
erytrocyten veroorzaken. 
Tot dusver zijn bij mensen 4 typen parainfluenzavirussen geïsoleerd, 
die onderling verschillen in antigene eigenschappen. Ook bij verschil­
lende soorten dieren zijn parainfluenzavirussen geïsoleerd. Deze virussen 
zijn serologisch verwant — echter niet identiek — aan de typen, die bij 
de mens zijn gevonden. 
In tabel 1 is een overzicht gegeven van de indeling der parainfluenza­
virussen. In het vervolg zullen wij het hemadsorptievirus type 2 (HA-2) 
aanduiden met de naam Parainfluenzavirus type 1, het „Croup-Asso­
ciated" (CA)-virus met de naam Parainfluenzavirus type 2 en het 
hemadsorptievirus type 1 (HA-1) met de naam Parainfluenzavirus 
type 3. Het Sendai-virus, dat ook tot Parainfluenzavirus type 1 behoort, 
maar niet identiek is aan het HA-2 virus, blijven wij Sendai noemen. 
In dit hoofdstuk wordt een overzicht gegeven van de literatuur over de 
antigene verwantschap tussen parainfluenzavirussen onderling en tussen 
parainfluenzavirussen en andere myxovirussen. Voor gegevens over de 
morfologische en fysisch-chemische eigenschappen, het kweken, de ver­
breiding en de klinische betekenis van parainfluenzavirussen verwijzen 
wij naar het proefschrift van SMEUR (1961). 
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Tabel 1. Indeling van parainfluenzavirussen 

Type 

1 

2 

3 

4 

Gastheer 

Mens 

Muis, Cavia 

Mens 

Aap 

Mens 

Rund 

Mens 

Virusstam 

Hemadsorptievirus type 2 (HA-2) 

Sendai-virus; synoniemen: „He-
magglutinating Virus of Japan" 
(HVJ), „Newborn Pneumonitis 
Virus" (NPV) en influenza 
D-vi rus 

„Croup-Associated" (CA)-virus 

„Simian Virus-5" (SV-5) 

Hemadsorptievirus type 1 (HA-1) 

„Shipping Fever"-virus (SF-4) 

M-25 

Literatuur 

Chanock e.m. 1958 

Kuroya en Ishida 1953 

Chanock 1956 

Huil e.m. 1956 

Chanock e.m. 1958 

Reisinger e.m. 1959 

Johnson e.m. 1960 

Antigene verwantschap tussen Parainfluenzavirus type 1 

en Sendai-virus 

Serologische onderzoekingen bij dieren en mensen, die met Para­
influenzavirus type 1 of met Sendai-virus waren geïmmuniseerd, hebben 
aangetoond, dat beide virussen vrij nauw aan elkaar verwant zijn. Na 
immunisatie met één van beide virussen werden dikwijls heterologe anti­
stoffen gevormd tegen het andere virus. 
Caviae, die intranasaal met Sendai-virus waren besmet, bleken niet alleen 
antistoffen te ontwikkelen tegen het homologe Sendai-virus maar ook 
tegen Parainfluenzavirus type 1. De heterologe antistoffen waren aan­
toonbaar met behulp van de complementbindingsreactie (CHANOCK e.m. 
1958; COOK e.m. 1959; PETERSEN 1959; ZHDANOV en BUKRINSKAYA 

1960; SMEUR 1961; Но YUN D E 1962). De titer van de heterologe 
antistoffen was vrijwel even hoog als die van de homologe complement­
bindende antistoffen. Een deel van de caviae vormde ook hemagglutina­
tieremmende antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 1. De titer van de 
heterologe hemagglutinatieremmende antistoffen was echter veel lager 
dan die van de homologe hemagglutinatieremmende antistoffen. Er 
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werd geen ontwikkeling van heterologe antistoffen waargenomen, indien 
de sera werden onderzocht door middel van de neutralisatiereactie 
(CHANOCK e.m. 1958; BUKRINSKAYA I960). Het blijkt dus, dat de uit­
komsten van het onderzoek op de vorming van heterologe antistoffen 
afhankelijk is van de serologische reactie, die wordt toegepast. 
Caviae, die intranasaal met Parainfluenzavirus type 1 waren besmet, 
vormden ook heterologe antistoffen tegen Sendai-virus. De ontwikkeling 
van heterologe antistoffen werd bij een deel der geïnfecteerde dieren 
waargenomen. De heterologe antistoffen waren aantoonbaar door middel 
van de complementbindingsreactie en de hemagglutinatieremmings-
reactie. De titers van de heterologe antistoffen waren veel lager dan die 
van de homologe antistoffen. Dit gold zowel voor de complementbinden­
de als voor de hemagglutinatieremmende antistoffen (COOK e.m. 1959; 
ZHDANOV en BUKRINSKAYA I960; SMEUR 1961; Ho YUN D E 1962). 
Amerikaanse onderzoekers (COOK e.m. 1959) menen op grond van 
hun onderzoekingen, dat Sendai-virus antigene componenten bezit, die 
ook bij Parainfluenzavirus type 1 voorkomen. Sendai-virus zou volgens 
hen rijker zijn aan de component, of componenten, die bij beide virussen 
voorkomen en die door middel van de complementbindingsreactie aan­
toonbaar zijn, dan Parainfluenzavirus type 1. Deze onderzoekers be­
schouwen de beide virussen als variëteiten van één type. 
Ook bij proeven op hamsters is een antigene verwantschap tussen Para­
influenzavirus type 1 en Sendai-virus vastgesteld (COOK en CHANOCK 

1963). Hamsters, die waren geïnfecteerd met Sendai-virus, waren ge­
durende enkele maanden na de infectie partieel immuun tegen Para­
influenzavirus type 1. Na infectie van deze dieren met Parainfluenza­
virus type 1 werd er in de longen minder virus aangetroffen dan na in­
fectie met Parainfluenzavirus type 1 bij dieren, die van tevoren niet met 
Sendai-virus waren geïnfecteerd. Infectie met Parainfluenzavirus type 1 
verleende echter geen kruisbescherming tegen Sendai-virus. Serologisch 
onderzoek op de ontwikkeling van heterologe antistoffen werd niet ver­
richt. 

Het is mogelijk, dat konijnen specifieker reageren dan caviae ( ZHDANOV 

en BUKRINSKAYA 1960). Na immunisatie van twee konijnen met Sendai-
virus werden geen heterologe hemagglutinatieremmende antistoffen tegen 
Parainfluenzavirus type 1 gevormd; één van de twee dieren ontwikkelde 
heterologe complementbindende antistoffen. Twee konijnen, die met 
Parainfluenzavirus type 1 waren geïmmuniseerd, ontwikkelden in het 
geheel geen heterologe antistoffen tegen Sendai-virus. De konijnen wer­
den geïmmuniseerd door intraveneuse toediening van virus. Het is niet 
zeker of de specifiekere reactie van de konijnen verband houdt met de 
diersoort. Er werden slechts twee konijnen onderzocht en de dieren 
werden op een andere wijze geïmmuniseerd dan de caviae. 
Onderzoek bij andere soorten dieren is slechts op beperkte schaal ver-
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richt. Ratten bleken heterologe antistoffen te vormen tegen Para­
influenzavirus type 1 na intraperitoneale immunisatie met Sendai-virus 
en omgekeerd (BUKRINSKAYA 1960). Fretten, die intranasaal met Para­
influenzavirus type 1 waren geïnfecteerd, ontwikkelden geen heterologe 
hemagglutinatieremmende antistoffen tegen Sendai-virus (JENSEN e.m. 
1962). De fretten werden niet onderzocht op de vorming van comple­
mentbindende antistoffen. 
Bij mensen zijn herhaaldelijk serologische kruisreacties tussen Para­
influenzavirus type 1 en Sendai-virus waargenomen. Vrijwilligers, die 
met Parainfluenzavirus type 1 waren geïnfecteerd, vormden in alle ge­
vallen complementbindende en hemagglutinatieremmende antistoffen 
tegen Sendai-virus (REICHELDERFER e.m. 1958; HEATH e.m. 1962). 
Ontwikkeling van heterologe antistoffen tegen Sendai-virus is ook waar­
genomen bij patiënten met een infectie door Parainfluenzavirus type 1, 
echter slechts bij een deel van de patiënten (SMEUR 1961 ; CHANOCK e.m. 
1958). Het is mogelijk, dat het verschil in immunologische reactie tussen 
vrijwilligers en patiënten samenhangt met de leeftijd van de onderzochte 
personen. De patiënten waren kinderen, de vrijwilligers volwassenen. Op 
het verband tussen leeftijd en immunologische reactie zullen wij later 
terugkomen. 
Door middel van vaccinatie kunnen ook heterologe antistoffen worden 
opgewekt. Kinderen, die waren geïmmuniseerd met geïnactiveerd Sen-
dai-virusvaccin, vormden in enkele gevallen heterologe hemagglutinatie­
remmende antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 1 (JENSEN e.a. 
1962 ). Het vaccin werd intramusculair toegediend. Ook na de toediening 
van de tweede dosis vaccin na een tussenpoos van een maand werden 
slechts door enkele kinderen heterologe antistoffen tegen Parainfluenza­
virus type 1 ontwikkeld. Er werd geen onderzoek verricht naar de vor­
ming van heterologe complementbindende antistoffen. In de literatuur is 
tot dusver geen mededeling gedaan over proeven met een vaccin van 
Parainfluenzavirus type 1. 
Hoewel op grond van de bevindingen bij dieren en mensen mag worden 
aangenomen, dat Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 in sterke 
mate aan elkaar verwant zijn, menen sommige Russische onderzoekers, 
dat de onderlinge verwantschap tussen deze virussen niet zo nauw is, 
dat de beide virussen tot één type moeten worden gerekend. De Russische 
onderzoekers (Ho YUN D E en GORBUNOVA 1961; Ho .YUN D E 1962) 
baseren deze opvatting op de resultaten van proeven met twee groepen 
Sendai-virusstammen, die door hen respectievelijk bij mensen en dieren 
waren geïsoleerd. De van de mens afkomstige virusstammen waren, wat 
de antigene eigenschappen betreft, vrijwel identiek aan de prototype­
stam van het Sendai-virus, die in 1953 in Japan was geïsoleerd. De 
antigene eigenschappen van de stammen, die bij dieren waren afgezon­
derd, waren vrijwel identiek aan een Sendai-virusstam, die in 1956 in 
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Vladivostok (Ho YUN D E , GORBUNOVA 1961) was afgezonderd. De 
virusstam uit Vladivostok verschilde in geringe mate van de virusstam 
uit Japan. Ratten, die waren geïmmuniseerd met de stam uit Vladivostok, 
vormden geen heterologe hemagglutinatieremmende antistoffen tegen 
het Japanse Sendai-virus. Er werden geen antigene verschillen tussen 
beide stammen gevonden, indien de complementbindingsreactie of de 
neutralisatiereactie werd toegepast of indien ratten, die met de Japanse 
Sendai-virusstam waren geïmmuniseerd, werden onderzocht op de ont­
wikkeling van antistoffen tegen het „Vladivostok"-virus. 
De Russische onderzoekers beschouwen de virusstam uit Vladivostok als 
een variant van het Sendai-virus. Het bleek, dat de „Vladivostok"-variant 
in geringere mate verwant was aan Parainfluenzavirus type 1 dan het 
Japanse Sendai-virus. Dit werd aangetoond door middel van proeven 
op caviae, die na infectie met één van deze virussen onderzocht werden 
op de vorming van complementbindende antistoffen tegen de heterologe 
virussen. Verder hebben andere Russische onderzoekers (BUKRINSKAYA 
e.m. 1962) aangetoond, dat er ook tussen stammen van Parainfluenza­
virus type 1 antigene verschillen voorkomen en dat sommige stammen in 
vrij sterke mate verwant zijn aan het Japanse Sendai-virus, andere 
stammen in geringe mate. 
Uit deze proeven blijkt, dat de graad van verwantschap tussen Para­
influenzavirus type 1 en Sendai-virus mede wordt bepaald door de virus­
stammen, die voor het onderzoek worden gebruikt. De Russische onder­
zoekers menen, dat de antigene verschillen tussen sommige stammen 
van Parainfluenzavirus type 1 en sommige Sendai-virusstammen vrijwel 
even groot zijn als die tussen verschillende typen parainfluenzavirussen. 
O p grond hiervan hebben zij voorgesteld het Sendai-virus als een af­
zonderlijk type Parainfluenzavirus te beschouwen. Deze opvatting wordt 
niet gedeeld door Amerikaanse onderzoekers (CHANOCK e.m. 1958; 
COOK e.m. 1959 en 1963; CHANOCK 1962), zoals reeds eerder is vermeld. 
Uit de studies van deze onderzoekers blijkt, dat Sendai-virus in sterke 
mate verwant is aan Parainfluenzavirus type 1 en slechts in geringe 
mate aan andere typen parainfluenzavirussen. Ook wij zijn van mening 
op grond van de uitkomsten van onze onderzoekingen bij dieren, dat 
Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 zo nauw verwant zijn, dat ze 
tot één type gerekend mogen worden. Sendai-virus kan worden be­
schouwd als een variëteit van Parainfluenzavirus type 1. 
Het is van belang erop te wijzen, dat het niet vaststaat, dat Sendai-virus 
infecties bij mensen kan veroorzaken. De mededelingen van Russische 
en Japanse onderzoekers over de isolatie van Sendai-virus uit materiaal 
van patiënten met luchtweginfecties en pneumonie moeten met reserve 
worden ontvangen. In sommige gevallen werd het virus afgezonderd in 
proefdieren (muizen en caviae), die van nature met Sendai-virus besmet 
kunnen zijn. In andere gevallen werd het virus geïsoleerd in bebroede 
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eieren, die van nature niet met Sendai-virus zijn besmet. Er werden 
echter geen proeven gedaan om zoveel mogelijk uit te sluiten, dat een 
kruisinfectie met een in het laboratorium aanwezige Sendai-virusstam in 
het spel was. Voorzover ons bekend is, werd er in laboratoria buiten 
Rusland en Japan, waarin op grote schaal onderzoek op respiratore 
virussen is verricht, tot dusver in géén enkel geval Sendai-virus bij pa­
tiënten of gezonde personen afgezonderd. De uitkomsten van serologische 
onderzoekingen pleiten evenmin voor de opvatting, dat Sendai-virus in­
fecties bij mensen kan veroorzaken. Patiënten of gezonde personen kun­
nen antistoffen ontwikkelen tegen Sendai-virus. Dit gaat echter altijd 
gepaard met de vorming van antistoffen tegen andere parainfluenza-
virussen. Daarentegen kunnen mensen wel uitsluitend antistoffen tegen 
Parainfluenzavirus type 1 vormen. (SMEUR 1961; CHANOCK 1962). 

Antigene verwantschap tussen parainfluenzavuus type 2 en 
„Simian Virus" type 5 (SV5) 

Verse kweken van apenierweefsel zijn vrijwel altijd van nature besmet 
met virussen. HULL en medewerkers (1956) hebben uitgebreid onder­
zoek verricht over deze „ape-" virussen. Een van de door hen geïsoleerde 
virussen bleek op grond van biologische en fysisch-chemische eigen­
schappen tot de myxovirussen te behoren. Het virus werd door hen 
„Simian Virus type 5" (SV5) genoemd. SVs-virus is identiek aan twee 
virussen, SA-virus en DA-virus, die enkele jaren later werden gevonden 
bij onderzoekingen van materiaal van patiënten. 
SA-virus werd geïsoleerd door SCHULTZ en HABEL (1959). Keelsecreet 
van een patiënt met een acute luchtwegaandoening werd geënt in de 
allantoïsholte van een bebroed ei. Na enkele dagen werd de allantoïs-
vloeistof van het beënte ei geoogst en intracerebraal ingespoten bij ham­
sters. Hersenweefsel van enkele hamsters, die enige tijd na de intra­
cerebrale injectie waren gestorven, werd overgeënt op verse kweken van 
apenierweefsel. In deze kweken werd na de enting een virus gevonden, 
dat op grond van biologische en fysisch-chemische eigenschappen werd 
geïdentificeerd als een myxovirus. Het is niet duidelijk of dit virus af­
komstig is uit de apenier, uit de hamster of uit het keelsecreet van de 
patiënt. Het virus werd zonder enige verklaring voor de gebruikte afkor­
ting „SA" virus genoemd. 
DA-virus werd gevonden in verse kweken van apenierweefsel, waarin 
bloed van een lijder aan hepatitis, patiënt D.A., was geënt (HSIUNG e.m. 
1962). Het virus bleek te behoren tot de myxovirussen. Ook in dit geval 
staat het niet geheel vast, dat het virus afkomstig is van de patiënt. In 
onbeënte kweken van apenierweefsel, die tegelijkertijd waren onderzocht, 
werd geen virus aangetroffen. Dit sluit echter niet met zekerheid uit, dat 
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het weefsel van nature besmet was. Het is mogelijk, dat de besmetting zo 
licht was, dat slechts een deel der kweken was geïnfecteerd. 
Door middel van proeven op dieren is aangetoond, dat SA-virus en 
DA-virus identiek zijn aan SVs-virus (HSIUNG e.m. 1962, CHANOCK 

1962). Caviae, hamsters en konijnen, die waren geïmmuniseerd met een 
van deze virussen, vormden ook antistoffen tegen de beide andere virus­
sen. De titers der „heterologe" antistoffen waren even hoog als die der 
homologe antistoffen. Wij zullen het virus verder SV5 noemen. 
Uit verschillende onderzoekingen blijkt, dat SVs-virus verwant is aan 
Parainfluenzavirus type 2. Caviae, die waren geïnfecteerd met SVs-virus, 
vormden heterologe antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 (CHA­

NOCK e.m. 1961; CHANOCK 1962; HSIUNG 1962). Ook andere soorten 
dieren (konijnen en apen) reageerden op deze wijze (HSIUNG 1962). 
De beide virussen zijn echter niet identiek. Ontwikkeling van heterologe 
antistoffen was alleen aantoonbaar met behulp van de complement-
bindingsreactie. De dieren vormden geen heterologe hemagglutinatie-
remmende en neutraliserende antistoffen. Bovendien werd er bij caviae, 
die waren geïnfecteerd met Parainfluenzavirus type 2, geen vorming van 
antistoffen tegen SVs-virus waargenomen. Onderzoekingen bij patiënten 
en proeven op dieren wijzen erop, dat SVs-virus in geringe mate ver­
want is aan bofvirus en Parainfluenzavirus type 3 (CHANOCK 1961 ; ISAC-

son 1962; HSIUNG 1962). Over de antigene verwantschap tussen bof­
virus en parainfluenzavirussen zal later worden gesproken. 
De relatie tussen SVs-virus en Parainfluenzavirus type 2 toont enige 
overeenkomst met die tussen Parainfluenzavirus type 1 en Sendai-virus. 
SVs-virus bezit vermoedelijk antigene componenten, die ook bij Para­
influenzavirus type 2 voorkomen. SVs-virus is waarschijnlijk rijker aan 
de component of componenten, die bij beide virussen voorkomen, dan 
Parainfluenzavirus type 2. SVs-virus kan worden beschouwd als een 
variëteit van Parainfluenzavirus type 2 (CHANOCK e.m. 1961 ; CHANOCK 

1962). Deze opvatting wordt niet gedeeld door CHANG en HSIUNG 

(1962). Deze onderzoekers menen, dat de antigene verwantschap van 
SVsvïrus met Parainfluenzavirus type 2 niet groter is dan die met de 
overige typen parainfluenzavirussen. Om deze reden hebben ze voor­
gesteld SVs-virus te classificeren als een afzonderlijk type, namelijk als 
Parainfluenzavirus type 5. 

SVs-virus is, evenak Sendai-virus, een micro-organkme, dat van nature 
bij dieren voorkomt. In sera van normale caviae, hamsters, konijnen, 
apen, koeien en geiten zijn hemagglutinatieremmende antktoffen tegen 
SVs-virus aangetroffen (HSIUNG 1962). De antistoffen zijn waarschijn­
lijk gevormd na een infectie met SVs-virus. Ook bij mensen zijn anti­
stoffen tegen SVs-virus aangetoond. Hieruit mag echter niet worden 
afgeleid, dat ook bij mensen infecties met SVs-virus voorkomen, aan­
gezien er in positieve sera van mensen naast antktoffen tegen SVs-virus 
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steeds ook antistoffen tegen één of meer andere parainfluenzavirussen 
worden gevonden, meestal antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 
of (en) tegen bof virus, soms antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 3 
( CHANOCK 1961). De aanwezigheid van antistoffen tegen SVs-virus in 
sera van mensen berust vermoedelijk in de meeste gevallen op een infectie 
met Parainfluenzavirus type 2. Misschien is in een deel der gevallen 
bofvirus of Parainfluenzavirus type 3 hiervoor verantwoordelijk. 

Antigene verwantschap tussen parainfluenzavirus type 3 en 
„Shipping fever" (SF4)-virus 

Bij onderzoekingen in de Verenigde Staten naar de etiologie van een 
epidemische aandoening der luchtwegen bij runderen, die bekend staat 
als „shipping fever", werd een virus geïsoleerd, dat in vele eigenschappen 
geleek op parainfluenzavirus type 3 (REISINGER e.m. 1959; ABINANTI 

en HUEBNER 1959; HOERLEIN e.m. 1959; ABINANTI e.m. I960; KETLER 

e.m. 1961; GALE en KING 1961). Het virus werd SF4 genoemd, een 
afkorting voor „shipping fever"-virusstam 4. Ook bij runderen, die leden 
aan „mucosal disease", een aandoening van de luchtwegen en van het 
maagdarmkanaal, werd dit virus geïsoleerd (BAKOS en DINTER 

1960). 
Sommige onderzoekers (ABINANTI en HUEBNER 1959) hebben geen ver­
schil gevonden in antigene eigenschappen tussen parainfluenzavirus 
type 3 en SF4-virus, noch bij proeven op dieren (konijnen, kippen en 
kalveren), noch bij proeven op een vrijwilliger. Andere onderzoekers 
(BAKOS en DINTER 1960; KETLER e.m. 1961) hebben wel een verschil 
waargenomen. Ze vonden, dat caviae, die met één van beide virussen 
waren geïnfecteerd, homologe en heterologe antistoffen ontwikkelden. De 
titers van de homologe antistoffen waren echter in de meeste gevallen 
hoger dan die van de heterologe antistoffen. Ook bij patiënten, die met 
parainfluenzavirus type 3 waren geïnfecteerd, en bij runderen, die met 
SF4-virus waren geïnfecteerd, werden verschillen tussen de titers van de 
homologe antistoffen en die van de heterologe antistoffen waar­
genomen. 
Hoewel men verschil van mening kan hebben over de vraag of SF4-virus 
en parainfluenzavirus type 3 volledig identiek zijn, wat de antigene eigen­
schappen betreft, staat het voor iedereen vast, dat beide virussen zeer 
nauw aan elkaar verwant zijn. De ziekteverwekkende eigenschappen van 
deze virussen zijn niet gelijk. Parainfluenzavirus type 3 is niet pathogeen 
voor runderen in tegenstelling met SF4-virus (ABINANTI en HUEBNER 

1959). 
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Antigene verwantschap tussen verschillende typen 

parainfluenzavirussen 

Parainfluenzavirussen worden onderscheiden in typen, die immunolo­
gisch in sterke mate van elkaar verschillen. Serologische onderzoekingen 
bij dieren en mensen hebben echter aangetoond, dat er kruisreacties tus­
sen verschillende typen voorkomen. 
Caviae, die zijn geïnfecteerd met één van de typen parainfluenza­
virussen, ontwikkelen geen heterologe antistoffen tegen de andere typen 
(CHANOCK e.m. 1958; COOK e.m. 1959; CHANOCK I960; SMEUR 1961). 
Wanneer de dieren na de infectie opnieuw worden geïmmuniseerd 
(hyperimmunisatie) door middel van intraperitoneale toediening van 
virus, worden in sommige gevallen wel heterologe antistoffen gevormd. 
Na hyperimmunisatie van caviae met Parainfluenzavirus type 1 of Sen-
dai-virus werden in enkele gevallen heterologe antistoffen tegen type 3 
gevormd, zelden heterologe antistoffen tegen type 2 (CHANOCK e.m. 
1958; COOK e.m. 1959). Hyperimmunisatie van caviae met Para­
influenzavirus type 2 of type 3 leidt in de regel niet tot de ontwikkeling 
van heterologe antistoffen (CHANOCK e.m. 1958; COOK e.m. 1959). Het 
is van belang erop te wijzen, dat door de verschillende onderzoekers 
slechts een beperkt aantal dieren is onderzocht. 
Ook andere soorten dieren kunnen heterologe antistoffen ontwikkelen. 
Konijnen, die waren geïmmuniseerd met Parainfluenzavirus type 3, 
vormden in enkele gevallen heterologe antistoffen tegen type 1. Het om­
gekeerde was niet het geval (CHANOCK e.m. 1958; ZHDANOV en Bu-
KRINSKAYA 1960; BUKRINSKAYA 1960). De dieren werden geïmmuniseerd 
door herhaalde malen virus intraveneus in te spuiten. De titers van de 
heterologe antistoffen waren veel lager dan die van de homologe anti­
stoffen. Konijnen, die met Parainfluenzavirus type 1 of 3 waren geïmmu­
niseerd, ontwikkelden geen antistoffen tegen type 2. Omgekeerd werden 
door immunisatie van konijnen met type 2 geen heterologe antistoffen 
tegen type 1 en 3 opgewekt (BUKRINSKAYA 1960). Hamsters, die waren 
geïnfecteerd met Parainfluenzavirus type 3, waren gedurende korte tijd 
na de infectie gedeeltelijk beschermd tegen type 1 (COOK en CHANOCK 

1963). Na infectie van deze dieren met type 1 werd er in de longen 
minder virus aangetroffen dan na infectie met type 1 bij dieren, die van 
tevoren niet met type 3 waren besmet. De heterotypische immuniteit, die 
door type 3 was opgewekt, was duidelijk geringer dan de immuniteit 
tegen type 1, die ontstond na een voorafgaande infectie met Sendai-virus. 
Er werd ook onderzoek verricht naar de ontwikkeling van immuniteit 
tegen heterologe typen bij hamsters, die waren geïnfecteerd met Para­
influenzavirus type 1. De uitkomsten van deze proeven waren 
negatief. 
Bij mensen zijn veelvuldig kruisreacties waargenomen. Proeven op vrij-
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willigers, die waren besmet met Parainfluenzavirus type 1, 2 of 3, hebben 
aangetoond, dat, n a infectie met type 1, in een deel der gevallen anti­
stoffen werden gevormd tegen type 3 en omgekeerd ( H E A T H е.a. 1962) . 
N a infectie met type 2 werden geen antistoffen tegen andere typen ont­
wikkeld ( T A Y L O R - R O B I N S O N 1963). De uitkomsten van de tot dusver 
verrichte studies wijzen erop, dat patiënten met een respiratore aandoe­
ning door Parainfluenzavirus dikwijk antistoffen vormen tegen hete-
rologe typen ( C H A N O C K e.m. 1958; 1960; C O O K e.m. 1959; BUKRINS-

KAYA en PAKTORIS 1960; K I M e.a. 1961 ; L E W I S e.m. 1961 ; M C D O N A L D 

e.m. 1962; VON EULER e.m. 1963) . N a een infectie met type 1 werden 
vaak antistoffen tegen type 3 gevormd en omgekeerd. Kruisreacties tus­
sen type 2 enerzijds en type 1 of 3 anderzijds werden veel minder vaak 
waargenomen. He t is van belang erop te wijzen, da t tot nu toe slechts 
enkele groepen onderzoekers mededelingen hebben gedaan over sero­
logische onderzoekingen bij patiënten, bij wie Parainfluenzavirus is ge­
ïsoleerd en getypeerd. Nader onderzoek is vereist om een duidelijker 
inzicht te verkrijgen in de vorming van heterotypische antistoffen na 
infectie met Parainfluenzavirus. Er zijn in de literatuur wel verscheidene 
mededelingen verschenen over de uitkomsten van serologische onder­
zoekingen bij patiënten, bij wie het virologische onderzoek negatief was 
uitgevallen of bij wie geen virologisch onderzoek was verricht ( GARDNER 
e.m. 1957 en 1960; M E E N A N e.m. 1959; M c K I N N E Y e.m. 1959; CLARKE 

en SAYNOR 1959; EVANS 1960; H O L L A N D 1960; SMEUR 1961 ; F R O -

THINGHAM en SANYAKORN 1961; D I C K en H O L M E S 1961 ; ROBINSON e.m. 

1962; D O W L I N G en LEFKOWITZ 1962) . He t bleek, da t serologisch posi­
tieve patiënten in een groot aantal gevallen tegelijkertijd antistoffen 
ontwikkelden tegen 2 (of meer) typen parainfluenzavirussen. De com­
binatie van antistoffen tegen type 1 en type 3 werd vaker gezien dan de 
combinatie van antistoffen tegen type 2 en één van de andere typen. 
Ui t deze proeven kunnen echter geen conclusies worden getrokken om­
trent het type Parainfluenzavirus, da t kruisreacties heeft veroorzaakt, 
omdat de ziekteverwekker niet is geïsoleerd. 

De uitkomsten van verschillende onderzoekingen ( C H A N O C K 1956; 
CHANOCK e.m. 1958; H E A T H e.m. 1962; STARCK e.m. 1963) wijzen er­

op, da t de vorming van heterotypische antistoffen verband houdt met de 
leeftijd. Volwassen personen blijken vaker antistoffen te vormen tegen 
heterologe typen dan kinderen. E r is nog niet veel bekend over de vor­
ming van antistoffen na vaccinatie. Amerikaanse onderzoekers ( J E N S E N 
e.m. 1962) hebben een onderzoek verricht bij een groep volwassen 
personen, die waren geïmmuniseerd met geïnactiveerde vaccins. V a n 
de 18 personen, aan wie type 3-vaccin was toegediend, ontwikkelden 
11 antistoffen tegen Sendai-virus. V a n de 20 personen, die waren ge­
ïmmuniseerd met Sendai-virusvaccin, vormden 6 antistoffen tegen type 3 . 
De heterotypische antistoffen werden aangetoond met de hemaggluti-
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natieremmingsreactie. Onderzoek op heterotypische complementbindende 
antistoffen werd niet verricht. Ook werd geen onderzoek verricht op de 
vorming van heterotypische antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2. 
Het is niet geoorloofd algemene conclusies te trekken uit dit onderzoek, 
omdat de studie beperkt was tot een betrekkelijk kleine groep personen. 
Bij kinderen en zuigelingen werd alleen de vorming van homologe anti­
stoffen bepaald na toediening van een bivalent vaccin, dat was samen­
gesteld uit de parainfluenzavirussen type 1 en type 3. Er werd geen 
onderzoek naar de vorming van heterotypische antistoffen verricht. 
Uit de boven beschreven onderzoekingen bij dieren en mensen blijkt, dat 
de parainfluenzavirussen type 1, 2 en 3 onderling verwant zijn. Dit geldt 
in het bijzonder voor type 1 en type 3. Over type 4 is nog weinig bekend. 
De intertypische verwantschap is echter veel geringer dan de verwant­
schap tussen variëteiten van één type. Dit blijkt uit de lage titers van 
heterotypische antistoffen in vergelijking met de titers van antistoffen 
tegen een variëteit van het homologe type, en uit de lagere frequentie, 
waarin heterotypische antistoffen worden gevormd. Naar onze mening 
is er geen reden om de indeling van parainfluenzavirussen in typen en 
de onderverdeling van typen in variëteiten, die in tabel 1 is weergegeven, 
te wijzigen. 

Antigene verwantschap tussen parainfluenzavirussen en andere 
myxovirussen 

De parainfluenzavirussen zijn immunologisch niet verwant aan influenza-
virus А, В of С (ANDREWES en WORTHINCTON 1959; COOK e.m. 1959). 
Wel zijn er aanwijzingen, dat parainfluenzavirussen verwant zijn aan 
Myxovirus parotitidis (bofvirus) en myxovirus multiformis, ook wel 
„Newcastle disease"-virus (NDV) of pseudovogelpestvirus genoemd. 
Uit proeven op caviae en konijnen is gebleken, dat bofvirus in geringe 
mate verwant is aan SVs-virus. Caviae en konijnen, die met SVs-virus 
waren geïmmuniseerd, vormden hemagglutinatieremmende antistoffen 
tegen bofvirus (HSIUNG 1962). Het omgekeerde werd door deze onder­
zoekster niet onderzocht. Onderzoekingen bij caviae hebben tot dusver 
geen duidelijke aanwijzingen opgeleverd voor een verwantschap tussen 
bofvirus en andere parainfluenzavirussen. Caviae, die met bofvirus waren 
geïnfecteerd, bleken geen antistoffen te ontwikkelen tegen Parainfluenza­
virus type 1, 2 of 3 of tegen Sendai-virus. In antisera tegen Sendai-virus, 
die bij caviae waren bereid, werden geen antistoffen gevonden tegen 
bofvirus (KUROYA 1953; FURIMI 1954; D E M E I O en WALKER 1957; 

CHANOCK e.a. 1958; COOK e.m. 1959; ZHDANOV en BUKRINSKAYA I960; 
BUKRINSKAYA I960). In antisera tegen de parainfluenzavirussen type 1, 
2 en 3, die bij caviae waren bereid, werden evenmin antistoffen tegen 
bofvirus aangetroffen (COOK e.m. 1959). 
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Wij kennen geen publicaties over onderzoekingen naar de antigene ver­
wantschap tussen bofvirus en Parainfluenzavirus type 1, 2 of 3 bij andere 
soorten dieren. De uitkomsten van studies bij patiënten doen vermoeden, 
da t bofvirus immunologisch verwant is aan sommige parainfluenza-
virussen. He t bleek, da t lijders aan bof vaak antistoffen ontwikkelden 
tegen Parainfluenzavirus type 2 en type 4 en tegen Sendai-virus en 
SVs-virus ( C H A N O C K 1956; D E M E I O en W A L K E R 1957; GARDNER 1957; 

C H A N O CK 1957; JOHNSON I 9 6 0 ; SMEUR 1961 ; H S I U N G e.m. 1963) . 

„Newcastle disease"-virus is misschien verwant aan Sendai-virus. J a ­
panse onderzoekers ( H O S A K A e.m. 1963) hebben aangetoond, dat konij­
nen, die waren geïmmuniseerd met het soluble antigeen van „Newcastle 
disease"-virus, precipiterende antistoffen vormden tegen het soluble anti-
geen van Sendai-virus. Verder zijn er geen directe aanwijzingen voor 
een antigene verwantschap tussen „Newcastle disease"-virus en para-
influenzavirussen. 

Wel is volgens sommige onderzoekers ( K I L H A M e.m. 1949; J O R D A N en 
FELLER 1950) „Newcastle disease"-virus verwant aan bofvirus. Deze 
onderzoekers hebben waargenomen, dat patiënten met bof in sommige 
gevallen antistoffen ontwikkelden tegen „Newcastle disease"-virus. Deze 
bevindingen werden echter niet bevestigd door andere onderzoekers 
( B A N G en FOARD 1956; Hsiung e.m. 1963) . Bij proeven op dieren (ko­
nijnen, kippen, caviae) werden evenmin aanwijzingen gevonden voor 
een antigene verwantschap tussen „Newcastle disease"-virus en bofvirus 
( K I L H A M e.m. 1949; JORDAN en FELLER 1950; BANG en F O A R D 1956; 

H S I U N G 1963) . 

Het is mogelijk, da t ook de verwekker van mononucleosis infectiosa ver­
want is aan parainfluenzavirussen. Lijders aan mononucleosis infectiosa 
blijken in sommige gevallen antistoffen te vormen tegen Sendai-virus 
( D E M E I O en W A L K E R 1958) . Verder is er een waarneming beschreven, 
die zou kunnen wijzen op een verwantschap van de verwekker van mono­
nucleosis infectiosa met „Newcastle disease"-virus. Aan menselijke O-ery-
trocyten werd „Newcastle disease"-virus toegevoegd in een verdunning, 
waarbij net geen agglutinatie optrad. De erytrocyten werden wel ge-
agglutineerd, indien antiserum tegen „Newcastle disease"-virus werd toe­
gevoegd. Ook na samenbrengen van de behandelde erytrocyten met sera 
van sommige patiënten met mononucleosis infectiosa ontstond agglu­
tinatie (BURNET en ANDERSON 1946) . 

Natuurlijke besmetting van celkweken met parainfluenzavirussen 

ledere onderzoeker, die regelmatig proeven verricht met verse kweken 
van apenierweefsel, weet, dat dit weefsel vaak van nature besmet is met 
een myxovirus of myxovirussen, die een positieve hemadsorptiereactie 
teweegbrengen. SVs-virus is één van de belangrijkste myxovirussen, die 
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in apenierweefsel worden aangetroffen (HULL e.m. 1956; CHANOCK e.m. 
1961). Wij hebben er reeds op gewezen, dat SVs-virus van nature bij 
dieren voorkomt. De aanwezigheid van SVs-virus in apenierweefsel be­
rust vermoedelijk op een natuurlijke infectie van apen met dit virus. 
Behalve SVs-virus zijn ook andere parainfluenzavirussen in onbeënte 
celkweken aangetroffen. CHANY en medewerkers (1958) hebben in on­
beënte kweken van apenierweefsel een virus (stam AE 102) gevonden, 
dat identiek bleek te zijn aan Parainfluenzavirus type 3. Ongeveer tege­
lijkertijd werden door hen virusstammen van dit type geïsoleerd bij kin­
deren met luchtweginfecties. Het is dus mogelijk, dat de weefselkweken 
per ongeluk in het laboratorium waren besmet. Het is ook denkbaar, dat 
de apen, waarvan nierweefsel was afgenomen, reeds in vivo waren ge­
ïnfecteerd met een virusstam, die in het laboratorium aanwezig was. 
Ook de waarnemingen van COOK en medewerkers (1959) wijzen erop, 
dat laboratoriumbesmettingen met Parainfluenzavirus voorkomen. In het 
laboratorium van deze onderzoekers was 4 maal een virus („Mills 
agent") geïsoleerd uit onbeënte kweken van HeLa-cellen en apenier-
cellen, dat identiek bleek te zijn aan Parainfluenzavirus type 3. In de­
zelfde periode werd dit virus ook afgezonderd bij twee kinderen met een 
acute respiratore aandoening. 
De „spontane" aanwezigheid van SVs-virus in verse kweken van apenier­
weefsel vormt een belangrijk probleem bij onderzoekingen naar de anti­
gene eigenschappen van parainfluenzavirussen, die bij de mens zijn ge­
ïsoleerd. Voor de isolatie en het kweken van paramfluenzavirussen uit 
materiaal van patiënten wordt meestal gebruik gemaakt van vers ape­
nierweefsel, omdat dit weefsel vrij gemakkelijk te verkrijgen is en omdat 
parainfluenzavirussen zich hierin goed kunnen vermenigvuldigen. Er 
bestaat dan echter een grote kans, dat de virusstammen worden ver­
ontreinigd met SVs-virus of — eventueel — met een ander van de aap 
afkomstig Parainfluenzavirus. Het is dikwijk niet gemakkelijk aan te 
tonen, dat een virusstam is verontreinigd. Indien het al mogelijk is het 
van de mens afkomstige virus te onderscheiden van het apevirus, dan 
blijft toch de moeilijkheid de beide virussen van elkaar te scheiden. Som­
mige onderzoekers (CHANOCK e.m. 1961) voegen als routine antiserum 
tegen SVs-virus toe aan kweken van apenierweefsel. Het antiserum 
onderdrukt de vermenigvuldiging van SVs-virus wel, maar elimineert 
het virus niet. Indien twee verschillende parainfluenzavirusstammen met 
hetzelfde virus zijn verontreinigd, bijvoorbeeld met SVs-virus, kan een 
verwantschap tussen beide virussen worden gevonden, die niet berust op 
het bezit van gelijke eigenschappen, maar op de aanwezigheid van de­
zelfde verontreiniging in beide stammen. 
Tot dusver heeft men bij onderzoekingen naar de antigene verwant­
schap tussen parainfluenzavirussen meestal gebruik gemaakt van virus-
stammen, die in verse culturen van apeniercellen waren gekweekt. Het is 
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duidelijk, dat het de voorkeur verdient virusstammen voor deze proeven 
te kweken in weefselculturen, waarin zelden of nooit natuurlijke virus­
infecties worden waargenomen. 

Aard van de antigene verwantschap tussen parainfluenzavirussen 

Gedurende de laatste jaren zijn in de literatuur verschillende mede­
delingen gedaan over de samenstelling van parainfluenzavirussen en hier­
aan verwante virussen. Vooral Sendai-virus en „Newcastle disease"-virus 
zijn uitvoerig onderzocht (HOSAKA e.m. 1959, 1960, 1961 en 1962; 
R O T T en REDA 1963 ). De gegevens betreffende de samenstelling van deze 
virussen zijn waarschijnlijk ook van toepassing op andere parainfluenza­
virussen. Men heeft in een virusdeeltje drie verschillende antigene 
componenten aangetoond: het „soluble" antigeen, dat gebonden is aan 
de ribonucleoproteïnen, die binnen in het viruspartikel liggen, en twee 
componenten, die meer aan de oppervlakte van het viruspartikel zijn 
gelegen. Waarschijnlijk bezit een virusdeeltje nog meer antigene compo­
nenten. Antistoffen tegen het „soluble" antigeen kunnen worden aan­
getoond met behulp van de complementbindingsreactie en de precipi-
tatiereactie, antistoffen tegen de oppervlakkig gelegen antigenen met be-
behulp van de hemagglutinatieremmingsreactie, complementbindings­
reactie en precipitatiereactie. 
De antigene verwantschap tussen parainfluenzavirussen kan ons inziens 
het beste worden verklaard door aan te nemen, dat eenzelfde antigene 
component (of verschillende antigene componenten) voorkomt bij ver­
schillende typen, maar dat de hoeveelheid antigeen en (of) de kwaliteit 
van de betreffende antigene component wisselt van type tot type. 

Antistofvorming bij een secundaire immunologische reactie 

Als een mens of een dier voor het eerst in zijn leven immunologisch rea­
geert tegen een bepaalde antigene component, spreekt men van een 
primaire immunologische reactie. ledere volgende immunologische 
reactie tegen dezelfde antigene component noemt men een secundaire 
immunologische reactie. De vorming van antistoffen is bij een secundaire 
reactie eerder aantoonbaar dan bij een primaire reactie. Bovendien loopt 
de antistoftiter bij een secundaire reactie op tot een hogere waarde en 
wordt het maximum eerder bereikt. Een parainfluenzavirusstam bezit 
verschillende antigene componenten. Tegen iedere component kunnen 
antistoffen worden gevormd. Het is echter mogelijk, dat het antigene 
vermogen van sommige componenten zo zwak is, dat bij een primaire 
immunologische reactie zo weinig antistoffen tegen deze componenten 
worden gevormd, dat ze niet aantoonbaar zijn met behulp van de ge-
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bruikelijke serologische reacties. Bij een secundaire immunologische 
reactie vindt er een grotere productie van antistoffen plaats en kunnen 
ook antistoffen tegen zwakke antigene componenten worden waarge­
nomen. Het is dus te venvachten, dat bij dieren, die verschillende malen 
met een virusstam zijn gevaccineerd, of bij mensen, die verschillende 
malen met hetzelfde type virus zijn geïnfecteerd, een breder spectrum 
van antistoffen wordt gevonden dan bij dieren of mensen, die slechts 
éénmaal zijn gevaccineerd of geïnfecteerd. Het is duidelijk, dat de kans 
op serologische kruisreacties met verwante virussen ook groter is bij een 
secundaire immunologische reactie. 
In dit hoofdstuk is er reeds op gewezen, dat proefdieren, die éénmaal 
met Parainfluenzavirus zijn geïnfecteerd, een type-specifieke serologische 
reactie tonen. Er zijn aanwijzingen, dat na herhaalde toediening van 
antigeen soms ook heterotypische antistoffen worden gevormd. Gerichte 
studies over het effect van hyperimmunisatie op de antistofvorming zijn 
echter niet beschreven. Wij hebben reeds meegedeeld, dat volwassen per­
sonen, die met Parainfluenzavirus zijn geïnfecteerd, waarschijnlijk vaker 
heterotypische antistoffen ontwikkelen dan kinderen. Het is bekend, dat 
de mens twee of meer malen met hetzelfde type Parainfluenzavirus kan 
worden geïnfecteerd (REICHELFELDER e.m. 1958; TYRRELL e.m. 1959; 
BLOOM e.m. 1961 ; DICK e.m. 1961 ; KAPIKIAN e.m. 1961 ; CHANOCK e.m. 

1962). Het verschil in het serologische reactiepatroon tussen volwassen 
personen en kinderen berust vermoedelijk op het feit, dat er op oudere 
leeftijd vaker een secundaire immunologische reactie in het spel is. 
Een secundaire immunologische reactie treedt niet alleen op na re-infec­
ties (of na re-vaccinaties) met hetzelfde type virus, maar ook na infecties 
— op verschillende tijdstippen — met twee verwante virussen. In het 
laatste geval vindt er een secundaire immunologische reactie plaats tegen 
de antigene component (of componenten), die bij beide virussen voor­
komt. Sommige onderzoekers duiden deze reactie aan als anamnestische 
reactie of „recalT'-fenomeen. Deze aanduiding kan worden gebruikt, 
mits men zich voor ogen houdt, dat het in wezen gaat om een secundaire 
immunologische reactie, die is opgewekt door een infectie (of vaccinatie) 
met een verwant virus. Men mag aannemen, dat mensen of dieren, die 
verschillende malen met verwante virussen zijn geïnfecteerd of geïm­
muniseerd een soortgelijk serologisch reactiepatroon zullen tonen als in­
dividuen, die verschillende malen met hetzelfde virus zijn geïnfecteerd. 
In beide gevallen zal tengevolge van een secundaire immunologische 
reactie het spectrum van antistoffen breder worden. Het lijkt waarschijn­
lijk, dat dit effect minder uitgesproken zal zijn voor infecties met ver­
wante virussen. 

Er zijn verschillende onderzoekingen verricht over de vorming van anti­
stoffen na infecties of vaccinaties met serologisch verwante virussen, o.a. 
met influenzavirussen (HARBOE e.m. 1960; HARBOE e.m. 1962; HAR-
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BOE e.m. 1963; HENJLE en LIEF 1962) en ARBO-virussen (CASALS e.m. 
1963). Het ligt buiten het kader van dit proefschrift de literatuur over 
onderzoekingen met deze en andere virussoorten te bespreken. Wij willen 
alleen wijzen op de bevinding, dat het antistofspectrum breder werd bij 
een secundaire immunologische reactie tegen sommige influenzavirussen 
en ARBO-virussen. 

Doel van ons onderzoek 

Wij hebben een onderzoek ingesteld naar de betekenis van de secundaire 
immunologische reactie voor de vorming van antistoffen tegen para-
influenzavirussen en hieraan verwante virussen. Zowel de secundaire 
immunologische reactie na re-infectie met hetzelfde virus als die na re-
infectie met een verwant virus werden onderzocht. De studie werd uit­
gevoerd bij caviae. 
Wij hebben verder onderzoek vemcht bij patiënten met een infectie door 
Parainfluenzavirus en bij lijders aan mononucleosis infectiosa. Het doel 
van deze studies was een indruk te verkrijgen over het serologische reac­
tiepatroon van deze patiënten. Patiënten met mononucleosis infectiosa 
werden in het onderzoek opgenomen, omdat er in de literatuur op ge­
wezen is, dat de verwekker van mononucleosis infectiosa misschien ver­
want is aan parainfluenzavirussen. 
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HOOFDSTUK II 

M A T E R I A A L E N M E T H O D E N 

1. Weefselkweek 

Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt van verse kweken van apenier-
weefsel en menselijk schildklierweefsel en van de HeLa-cellijn, die con­
tinu wordt voortgekweekt. De methoden, die in ons laboratorium worden 
toegepast voor het aanleggen van verse weefselkweken, zijn beschreven 
door SMEUR (1961); de methode voor het kweken van HeLa-cellen is 
beschreven door Κοκ (1957). 

De volgende media werden gebruikt: 

1. Aankweekmedium voor verse weefselkweken: 
Kalfsserum 20 ml 
Hanks' oplossing 80 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 Y 

2. Aankweekmedium voor HeLa-cellen: 

Het bovengenoemde medium werd ook gebruikt voor het kweken van 
HeLa-cellen. In plaats van 20 ml kalfsserum werd 5 ml paardeserum 
gebruikt. 

3. Onderhoudsmedium voor verse weefselkweken: 
„Tissue culture" medium 199 ( D I F C O ) 100 ml 
NaHCOs 0,052 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 Y 

4. Onderhoudsmedium voor HeLa-cellen: 

Dit medium had dezelfde samenstelling als het onderhoudsmedium voor 
verse weefselkweken. Hieraan werd echter extra toegevoegd 0,01 g gist-
extract ( D I F C O ) per 100 ml medium. 
De celkweken werden omgezet met trypsine volgens de in ons laborato­
rium gebruikelijke methode (Κοκ 1957). 
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2. Virusstammen 

Voor het onderzoek werden de volgende virusstammen gebruikt: 
Bof virus (stam ENDERS), afkomstig van Prof. Dr. R. GISPEN te Utrecht. 
Het virus werd gekweekt in de allantoïsholte van bebroede kippe-eieren. 
Sendai-virus, afkomstig van Prof. Dr. J. MULDER te Leiden. Het virus 
werd gekweekt in de allantoïsholte van bebroede kippe-eieren. 
De prototype-stam van Parainfluenzavirus type 1 (stam HA2-C35), af­
komstig van Dr. R. M. CHANOCK te Bethesda, U.S.A. De stam was 
geïsoleerd in een cultuur van apenierweefsel en werd in ons laboratorium 
voortgekweekt in verse kweken van apenierweefsel. 
De prototype-stam van Parainfluenzavirus type 2 (stam GREER) , af­
komstig van Dr. R. M. CHANOCK te Bethesda, U.S.A. De stam was ge­
ïsoleerd in een cultuur van apenierweefsel. Ze werd in ons laboratorium 
acht maal gepasseerd in verse kweken van apenierweefsel en vervolgens 
meer dan 20 maal in culturen van HeLa-cellen. 
De prototype-stam van Parainfluenzavirus type 3 (stam HA1-C243), af­
komstig van Dr. R. M. CHANOCK te Bethesda, U.S.A. De stam was ge­
ïsoleerd in een cultuur van apenierweefsel. Ze werd in ons laboratorium 
20 maal gepasseerd in verse kweken van apenierweefsel en vervolgens 
10 maal in culturen van HeLa-cellen. 
SV5-virus (stam SA), afkomstig van Prof. Dr. R. GISPEN te Utrecht. De 
stam was geïsoleerd in een cultuur van apeniercellen (SCHULTZ en 
HABEL 1959). Ze werd in ons laboratorium voortgekweekt in verse 
kweken van apeniercellen. 
Parainfluenzavirus type 1 (stam 61-1264), afkomstig uit het virologisch 
laboratorium van het St. Elisabeth-Zickenhuis te Tilburg. De stam was 
in 1961 afgezonderd uit de keel van een kind met pseudocroup. De stam 
was geïsoleerd in een verse cultuur van menselijk schildkliefweefsel. Ze 
werd in ons laboratorium vier maal gepasseerd in verse kweken van ape­
niercellen en vervolgens twee maal in verse kweken van menselijk schild­
kliefweefsel. 
Parainfluenzavirus type 1 (stam 26.615). De stam was in 1963 in ons 
laboratorium afgezonderd uit de keel van een kind met angina en 
bronchopneumonie. Ze was geïsoleerd in een cultuur van HeLa-cellen 
en werd hierin voortgekweekt. De stam was dus nooit gekweekt in cul­
turen van apeniercellen. 
Parainfluenzavirus type 3 (stam 24.249). De stam was in 1962 in ons 
laboratorium afgezonderd uit de keel van een kind met een aandoening 
der bovenste luchtwegen en otitis media. Ze was geïsoleerd in een cultuur 
van HeLa-cellen en werd hierin voortgekweekt. Ook deze stam was dus 
nooit gekweekt in culturen van apeniercellen. 
De parainfluenzavirusstammen, die in Tilburg en Nijmegen waren ge­
ïsoleerd, werden getypeerd met behulp van antisera, die bij caviae waren 
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bereid. De caviae waren geïmmuniseerd met respectievelijk de prototype-
stammen van Parainfluenzavirus type 1, 2 en 3, en met Sendai-, SV5-
en bofvirus. De uitkomsten van de proeven zijn weergegeven in tabel 2. 
De prototype-stammen van Parainfluenzavirus type 1, 2 en 3 werden 
aanvankelijk gebruikt voor de bereiding van de antisera, die nodig waren 
voor de typering van virusstammen. De prototype-stammen waren echter 
gekweekt in verse culturen van apeniercellen. Wij konden niet uitsluiten, 
dat de stammen waren verontreinigd met een van de aap afkomstig 
Parainfluenzavirus. Met het oog hierop hebben wij bij ons eigenlijke 
onderzoek zo veel mogelijk gebruik gemaakt van virusstammen, die in 
culturen van HeLa-cellen of schildkliercellen waren gekweekt. Wij heb­
ben nog nooit waargenomen, dat deze celculturcn waren verontreinigd 
met Parainfluenzavirus. 

3. Besmetting van caviae 

Voor de besmetting werd gebruik gemaakt van virusstammen, die uit­
sluitend in kippe-eieren waren gekweekt (bof- en Sendai-virus) of in 
culturen van HeLa-cellen (Parainfluenzavirus type 1, stam 26.615 en 
Parainfluenzavirus type 3, stam 24.249). Eén groep caviae werd besmet 
met een virusstam (Parainfluenzavirus type 1, stam 61-1264), die enige 
tijd was gekweekt in verse culturen van apeniercellen en vervolgens was 
gepasseerd in culturen van schildkliercellen. De laatste groep caviae werd 
uitsluitend onderzocht op de vorming van antistoffen tegen Parainfluen­
zavirus type 1 (prototype stam HA2-C35). 
De virussuspensies, die voor de besmetting werden gebruikt, werden op 
de volgende wijze bereid. Bof- en Sendai-virus werden gekweekt in de 
allantoïsholte van bebroede kippe-eieren. De eieren werden beent met 
bofvirus, nadat ze 8 dagen bij 37° С waren geïncubeerd; in een ei werd 
0,3 ml van een 10"3 verdunde virussuspensie gespoten. De eieren werden 
na de enting gedurende 6 dagen bij 37° С geïncubeerd. Vervolgens werd 
de allantoïsvloefstof geoogst. De eieren werden beent met Sendai-virus, 
nadat ze 9 dagen bij 37° С waren geïncubeerd; in een ei werd 0,3 ml 
van een 10"3 verdunde virussuspensie gespoten. De eieren werden na de 
enting gedurende 2 dagen bij 37° С geïncubeerd. Daarna werd de 
allantoïsvloeistof geoogst. Deze allantoïsvloeistoffen werden gebruikt als 
virussuspensies voor de besmetting van caviae, nadat ze gedurende 
maximaal 6 maanden bij -50° С waren bewaard. De suspensie van bof­
virus bevatte ongeveer 106 EID per ml. Onder 1 EID50 („Egg Infectious 
Dose 50") werd verstaan een hoeveelheid virus, die in staat was een 
infectie te veroorzaken bij de helft van het aantal eieren, die met deze 
dosis virus waren besmet. De suspensie van Sendai-virus bevatte ongeveer 
IO8 EID50 per ml. 
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De parainfluenzavirusstammen van type 1 en type 3 werden geënt in 
kweken van Hela-cellen (de stammen 26.615 en 24.249) of van schild-
kliercellen (stam 61-1264). Aan een celkweekwerd ongeveer IOOTCD50 
virus toegevoegd. Onder 1 TCD50 (Tissue Culture Dose 50") werd ver­
staan een hoeveelheid virus, die in staat was een positieve hemadsorptie-
reactie te veroorzaken bij de helft van het aantal celkweken, die met 
deze dosis virus waren besmet. De beënte celculturen werden stationair 
bij 36° С geïncubeerd. Op de tweede of derde dag na de enting werden 
de culturen één maal bevroren en ontdooid. De celresten werden niet 
af gecentrifugeerd. Het mengsel van celresten en kweekmedium werd 
gebruikt als virussuspensie voor de besmetting van caviae, nadat het ge­
durende maximaal 6 maanden bij -50° С was bewaard. De virussuspen­
sies bevatten IO4 tot IO5 TCD50 per ml. 
Ter controle werden proeven op caviae verricht met vloeistoffen van be­
broede kippe-eieren en van celkweken, die niet met virus waren besmet. 
De controle-vloeistoffen werden op dezelfde wijze bereid als de virus­
suspensies. 
Caviae werden besmet onder ether-narcose. In ieder der beide neus­
gaten werd 0,2 ml virussuspensie of controle-vloeistof gedruppeld. De 
proeven geschiedden in een vertrek, waarin geen andere dieren aanwezig 
waren. Op één dag werden slechts met één virusstam besmettingsproeven 
verricht. Caviae, die met eenzelfde virusstam waren besmet, werden bij 
elkaar in één vertrek geplaatst. Gedurende de gehele periode van de 
proef werden ze hierin afgezonderd. De besmetting met Parainfluenza­
virus veroorzaakte infecties, die door middel van serologisch onderzoek 
aantoonbaar waren. Bij geen der caviae werden ziekteverschijnselen 
waargenomen, die aan de infectie konden worden toegeschreven. 
Sommige groepen caviae werden op de 21e dag na de besmetting op­
nieuw geïmmuniseerd met dezelfde virusstam door middel van intra­
peritoneale toediening van 1 ml virussuspensie. Andere groepen caviae 
werden op de 30 of 93e dag na de besmetting opnieuw geïnfecteerd met 
dezelfde virusstam of met een ander virusstam door middel van intra-
nasale enting volgens de hierboven beschreven methode. Uitvoerigere ge­
gevens over de opzet van deze proeven worden vermeld in hoofdstuk III . 

4. Serologisch onderzoek 

Onderzochte sera. Serologisch onderzoek op Parainfluenzavirus werd 
verricht bij caviae en bij patiënten. Gegevens over de sera van patiënten 
worden vermeld in hoofdstuk IV. Sera van caviae werden verkregen 
door middel van hartpunktie ; monsters bloed werden vóór de besmetting 
en op verschillende tijdstippen na de besmetting afgenomen. Ook bij 
onbehandelde caviae en bij caviae, die met controle-vloeistof waren be-
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handeld, werd bloed afgenomen. Uitvoerige gegevens over de tijdstippen, 
waarop sera werden verzameld, worden in hoofdstuk III vermeld. De 
sera werden bij -20° С bewaard. 

Bereiding van complementbindend antigeen. Complementbindend anti-
geen van bof- en Sendai-virus werd op dezelfde wijze bereid als de sus­
pensies van deze virussen, die werden gebruikt voor de besmetting van 
caviae. De virussuspensies werden gedurende maximaal 6 maanden bij 
-50° С bewaard. Voor gebruik werden ze gedurende /2 uur op 56° С 
verhit. 
Voor de bereiding van complementbindend antigeen van Parainfluenza­
virus type 1, 2 en 3 werden resp. de stammen 61-1264, „Greer" en 
24.249 gebruikt. Type 2- en 3-antigeen werd bereid in kweken van 
HeLaceUen, type 1-antigeen in kweken van apeniercellen. Het was 
niet mogelijk type 1-antigeen te bereiden in kweken van HeLa- of schild-
kliercellen, omdat de opbrengst van het virus in deze celkweken te ge­
ring was. 
De celkweken werden beent met ongeveer 100 TCD50 virus. O p de 
tweede en vijfde dag na de enting werd het medium van de celkweken 
ververst. Het oude medium werd bewaard bij -50° C. Op de achtste dag 
na de enting werden de kweken drie maal bevroren en ontdooid. De 
oude media, die bij -50° С waren bewaard, werden hieraan toegevoegd. 
Het mengsel van celresten en media werd gedurende 20 minuten bij 
4° С gecentrifugeerd met een snelheid van 2000 omwentelingen per 
minuut. De bovenstaande vloeistof werd afgezogen en bewaard. Het 
sediment werd in een klein volume (ongeveer 15 ml) van de boven­
staande vloeistof geresuspendeerd. Vervolgens werd het sediment ge­
durende 10 minuten behandeld met ultrasonore trillingen (ultrasonic 
desintegrator MSE 18.000/20.000 Herz). Tengevolge hiervan werden 
de nog intacte cellen gedesintegreerd en kwam het in de cellen aan­
wezige of aan celresten geadsorbeerde virus vrij in de vloeistof. De cel­
bestanddelen werden van de vloeistof gescheiden door centrifugatie ge­
durende 20 minuten bij 4° С met een snelheid van 2000 omwentelingen 
per minuut. De bovenstaande vloeistof werd gevoegd bij de reeds eerder 
afgezogen, bovenstaande vloeistof. Het mengsel werd gedurende 60 mi­
nuten bij 4° С gecentrifugeerd met een snelheid van 20.000 omwente­
lingen per minuut teneinde het virus te laten sedimenteren. Het sediment 
werd geresuspendeerd in een kleine hoeveelheid veronalbuffer, die gelijk 
was aan l/20e gedeelte van het oorspronkelijke volume. Om een gelijk­
matige verdeling van de virusdeeltjes te verkrijgen werd de suspensie 
gedurende 3 minuten met ultrasonore trillingen behandeld. Deze virus­
suspensie werd gebruikt als antigeen voor de complementbindingsreactie. 
De suspensie werd gedurende maximaal 3 maanden bij -20° С bewaard. 
Voor gebruik werd ze gedurende /2 uur op 56° С verhit. 
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Vloeistoffen van onbeënte kippe-eieren en van onbeënte celkweken wer­
den als controle gebruikt bij complementbindingsreacties. De controle-
vloeistoffen werden op hetzelfde tijdstip geoogst en op dezelfde wijze be­
handeld als de virussuspensies, waarvan complementbindend antigeen 
was bereid. 

Bereiding van hemagglutinerend antigeen. Voor de bereiding van he-
magglutinerend antigeen werden dezelfde virusstammen gebruikt als 
voor de bereiding van complementbindend antigeen. Hemagglutinerend 
antigeen van bof- en Sendai-virus werd op dezelfde wijze bereid als de 
suspensies van deze virussen, die werden gebruikt voor de besmetting van 
caviae. De virussuspensies werden niet verhit. Ze werden gedurende 
maximaal 12 maanden bij -50° С bewaard. 
Hemagglutinerend antigeen van Parainfluenzavirus type 1, 2 en 3 werd 
bereid in kweken van apeniercellen. Het was niet mogelijk voor deze 
proeven kweken van HeLa- of schildkliercellen te gebruiken, omdat er 
in deze celkweken onvoldoende virushemagglutininen werden gevormd. 
De celkweken werden beent met ongeveer 105 TCD50 virus. Het medium 
van de eelkweek werd na de enting niet ververst. Op de vijfde dag na 
de enting werden de kweken drie maal bevoren en ontdooid. Het mengsel 
van celresten en medium werd gedurende 20 minuten bij kamertempe­
ratuur gecentrifugeerd met een snelheid van 2000 omwentelingen per 
minuut. De bovenstaande vloeistof werd gebruikt als antigeen voor de 
hemagglutinatiereactie. De virussuspensie werd niet verhit. Ze werd ge­
durende maximaal 6 maanden bij -50° С bewaard. 

Complementsbindingsreactie. De complementbindingsreactie werd uit­
gevoerd volgens de micromethode, die voor het eerst door TAKATSKY 
(1950) is beschreven en naderhand door SEVER (1962) verder is uit­
gewerkt. Bij deze methode wordt gebruik gemaakt van plastic plaatjes, 
die voorzien zijn van kommetjes. De belangrijkste voordelen boven de 
buisjesmethode en de semi-micromethode, die vóórdien in ons labora­
torium werd toegepast, zijn besparing van serum en antigeen. Bij de 
micromethode wordt een volume-eenheid van slechts 0,025 ml gebruikt. 
Verdunningsreeksen van serum en antigeen worden in de kommetjes 
gemaakt met behulp van stalen spiraaltjes waarin 0,025 ml vloeistof 
wordt opgezogen. Vier spiraaltjes kunnen tegelijkertijd worden gehan­
teerd, zodat het mogelijk is door één handeling vier verschillende mon­
sters serum te verdunnen. 
Afgezien van de volumina der vloeistoffen verschilt de micromethode in 
wezen niet van de complementbindingsreactie volgens KOLMER ( KOLMER 

e.m. 1951) in buisjes. Als verdunningsvloeistof werd een op pH 7,3-7,4 
gebufferde veronaloplossing gebruikt, die de volgende samenstelling had: 
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0,030 
0,046 
0,252 
0,838 
0,010 
0,002 

100 

g 
g 
g 
g 
g 
g 
ml 

Veronalnatrium 
Veronal 
NaHCOs 
NaCI 
MgCla-öHaO 
СаСІ2-2Н20 
Aqua bidest. 

De te onderzoeken sera werden 1:4 verdund in veronaloplossing in buis­
jes. De verdunde sera werden gedurende 30 minuten in een waterbad 
van 56° С geïnactiveerd. Daarna werden de sera in het antigeen (in de 
plaatjes) verdund in een verdunningsreeks van 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 
1:128, 1:256 en eventueel hoger (beginverdunning van het serum in 
één volume-eenheid). Antigeen en serumverdunningen werden gedu­
rende 20 minuten bij kamertemperatuur geïncubeerd. Vervolgens wer­
den twee exacte eenheden complement toegevoegd. Nadat de vloei­
stoffen waren gemengd, werden de plaatjes bij 4° С geplaatst. Na 
16 uur werd hemolytisch systeem toegevoegd en gemengd met de reeds 
in de kommetjes aanwezige vloeistoffen. Vervolgens werden de plaatjes 
gedurende één uur in een waterbad van 37° G geïncubeerd; in het 
eerste half uur werden om de 10 minuten de erytrocyten opgeschud. 
Daarna werden de plaatjes bij 4° С geplaatst en gedurende 4 uur bij 
deze temperatuur bewaard teneinde de erytrocyten te laten bezinken. 
De reacties werden beoordeeld door de patronen af te lezen, die door 
gesedimenteerde erytrocyten waren gevormd. Al naar gelang de graad 
van hémolyse bleven er meer of minder, of in het geheel geen rode 
bloedcellen intact, die in een dikke of dunne punt uitzakten, respectieve­
lijk geen sediment vormden. De hoogste serumverdunning {beginverdun­
ning van het serum in een volume-eenheid), waarbij al het complement 
was gebonden en volledige remming (4-\-) van de hémolyse was opge­
treden, hebben wij als titer van complementbindende antistoffen aan­
genomen. 
Sera, die op verschillende tijdstippen bij een proefdier of bij een patiënt 
waren afgenomen, werden altijd gelijktijdig in één proef onderzocht, 
ledere proef werd gecontroleerd door middel van titraties met een be­
kend positief en negatief serum. 

Hemagglutinatieremmingsreactie. De hemagglutinatieremmingsreactie 
werd eveneens uitgevoerd volgens de micromethode van TAKATSKY 

(1950) en SEVER (1962). Als verdunningsvloeistof werd een op pH 7.2 
gebufferde zoutoplossing gebruikt, die de volgende samenstelling had: 

NaCl 0,8 g 
KCl 0,02 g 
N a a H P C M H a O 0,115 g 
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KH2PO4 0,02 g 
СаСІ2-2Н 20 0,01 g 
MgCb-eHaO 0,01 g 
Aqua bidest. 100 ml 

Aspecifieke remmers bleken geen belangrijk probleem te vormen bij 
het onderzoek op hemagglutinatieremmende antistoffen tegen de door 
ons gebruikte bofvirusstam en parainfluenzavirusstammen. Met het oog 
hierop werden de te onderzoeken sera niet voorbehandeld met cholera-
filtraat of met andere stoffen, die aspecifieke remmers kunnen afbreken. 
De sera werden niet geïnactiveerd. De sera werden in fosfaatbuffer (in 
de plaatjes) verdund in een verdunningsreeks van 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 
1:128, 1:256 en eventueel hoger (beginverdunning van het serum in 
een volume-eenheid ). Aan iedere serumverdunning werd een gelijk 
volume (0,025 ml) van een verdunde virussuspensie toegevoegd, die 
4 hemagglutinerende eenheden bevatte. Onder één hemagglutinerende 
eenheid werd verstaan een hoeveelheid virus, die in staat was ongeveer 
50% van een 0,25% suspensie van cavia-erytrocyten (uiteindelijke con­
centratie) te agglutineren. Door middel van een virustitratie in een 
plaatje werd bepaald, hoeveel hemagglutinerende eenheden een virus­
suspensie bevatte en welke virusverdunning in de hemagglutinatierem-
mingsreactie moest worden gebruikt. Na toevoeging van 4 hemaggluti­
nerende eenheden virus aan de serumverdunningen werden de plaatjes 
gedurende 16 uur bij 4° С geïncubeerd. Vervolgens werd een 0,75% 
suspensie van cavia-erytrocyten (0,025 ml per kommetje) toegevoegd en 
gemengd met de reeds in de kommetjes aanwezige vloeistoffen. Het 
mengsel werd gedurende 4 uur bij 4° С geïncubeerd; na de eerste 30 mi­
nuten werden de erytrocyten opgeschud. Aan het einde van de incubatie­
periode werden de bezinkingspatronen der erytrocyten afgelezen. De 
hoogste serumverdunning (beginverdunning van het serum in een vo­
lume-eenheid), waarbij ongeveer 50% der erytrocyten niet was geagglu-
tineerd, hebben wij als titer van hemagglutinatieremmende antistoffen 
aangenomen. Indien er een scherpe overgang was en in twee opeenvol­
gende kommetjes respectievelijk in het geheel geen agglutinatie en vol­
ledige agglutinatie werd waargenomen, werd de serumverdunning van 
het kommetje, waarin geen agglutinatie optrad, als titer aangenomen. 
Sera, die op verschillende tijdstippen bij een proefdier of bij een patiënt 
waren afgenomen, werden altijd gelijktijdig in één proef onderzocht, 
ledere proef werd gecontroleerd door middel van titraties met een be­
kend positief en negatief serum. 

Hemadsorptieremmingsreactie. De hemadsorptieremmingsreactie werd 
gebruikt voor de typering van virusstammen. De reactie werd uitgevoerd 
volgens de methode, die is beschreven door SMEUR ( 1961 ). In afwijking 
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van de werkwijze van SMEUR hebben wij de antisera niet voorbehandeld 
met cholerafiltraat. 

Precipitatiereactie. De precipitatiereactie werd gebruikt voor een onder­
zoek naar de antigene structuur van parainfluenza 3 virus en naar de 
aanwezigheid van identieke antigene componenten bij parainfluenza 3 
virus en Sendai-virus. Bij dit onderzoek werd gebruik gemaakt van anti­
sera, die waren bereid bij konijnen. De konijnen waren geïmmuniseerd 
door 15 maal — met een interval van 3 of 4 dagen — 3 ml van een 
suspensie van Parainfluenzavirus type 3 (stam 24.249) of van Sendai-
virus intraveneus toe te dienen. De virussuspensie was op dezelfde wijze 
bereid als de suspensie, die was gebruikt voor de besmetting van caviae. 
Eén week na de laatste injectie werden de konijnen verbloed door middel 
van hartpunctie. De sera werden bewaard bij -20° C. 
De precipitatiereactie werd uitgevoerd volgens een micromethode op 
objectglazen, die is beschreven door CROWLE (1961). Een objectglas 
werd ondergedompeld in een 0 ,1% suspensie van agar (Noble agar, 
DiFco in aqua destillata, die op 60° С was verwarmd. Het objectglas 
werd, nadat één zijde was schoon gewreven, gedroogd bij 60° С in een 
droogstoof. Vervolgens werden twee stroken transparante, waterbesten­
dige plakband (Tesaflex 713) over de breedte van het objectglas ge­
plakt op 3 cm van elkaar. O p deze stroken werd een dekplaatje van 
Perspex (dikte 3 mm) gelegd, dat voorzien was van vijf ronde gaatjes, 
die op dezelfde wijze waren gerangschikt als de stippen van het getal 
vijf op een dobbelsteen. De doorsnede van ieder gaatje was 4 mm. De 
afstand tussen het middelpunt van het middelste gaatje en het middel­
punt van de hieromheen liggende gaatjes bedroeg 15 mm. Met een 
pipet Pasteur werd een 1% suspensie van agar (Noble agar, D I F C O ) in 
aqua destillata, die op 60° С was verwarmd, tussen het dekplaatje en het 
objectglas gebracht. De agar verspreidde zich over het objectglas tussen 
de beide stroken plakband door capillaire werking. Nadat de agar vast 
was geworden, werden het dekplaatje en de twee stroken plakband ver­
wijderd. Het dekplaatje werd nu rechtstreeks op de agar gedrukt. Er 
werd op gelet, dat er geen luchtbellen tussen beide oppervlakten werden 
gevormd. Door deze werkwijze kon worden voorkomen, dat er na enige 
tijd tengevolge van samentrekking van de agar spleten ontstonden tussen 
het agaroppervlak en het dekplaatje. De gaatjes in het dekplaatje dien­
den als kommetjes; de bodem hiervan werd gevormd door het opper­
vlak van de agar. 

In het middelste kommetje werd antiserum gedruppeld, in de buitenste 
kommetjes antigeen. Ieder kommetje werd gevuld met ongeveer 0,1 ml 
vloeistof. Als antigeen werden de virussuspensies gebruikt, die ook waren 
gebruikt voor de immunisatie van de konijnen. De virussuspensies waren 
bij -50° С bewaard. De antisera werden niet geïnactiveerd. Ze werden 
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onverdund en in een verdunning van 1:2 gebruikt. Nadat antigeen en 
antiserum in de kommetjes waren gedruppeld, werd het objectglas ge­
durende 24-48 uur bij 4° С gdncubeerd. De vloeistof, die nog in de 
kommetjes aanwezig was, werd vervolgens verwijderd door op het dek­
plaatje een vochtig filtreerpapiertje te leggen en het geheel om te keren. 
Het dekplaatje werd hiema onder water verwijderd. Ten slotte werd er 
onderzocht of er zich precipitaten hadden ontwikkeld met behulp van de 
kleuring met „amido-schwarz" volgens URIEL (1958). De kleurstof was 
op de volgende wijze samengesteld: 

Amido-schwarz 100 mg 
Azijnzuur 12% 45 ml 
Natriumacetaat 1,6% 45 ml 
Glycerol 10 ml 

Voordat de kleurstof werd toegevoegd, werd het objectglas gedurende 
een nacht in water gelegd om de serumeiwitten, die niet waren gepre-
cipiteerd, uit de agar te wassen. Hiema werd het objectglas gedurende 
2 minuten ondergedompeld in de oplossing van „amido-schwarz". De 
geprecipiteerde eiwitten werden gekleurd door „amido-schwarz". Ten­
slotte werd het objectglas ondergedompeld in een 2% oplossing van 
azijnzuur om de overmaat kleurstof te verwijderen. De behandeling met 
azijnzuur werd voortgezet, tot er uit de agar geen kleurstof meer vrij­
kwam. Eventueel gevormde precipitaten waren te zien aan de aanwezig­
heid van blauwe lijnen tussen het middelste kommetje en de buitenste 
kommetjes. 
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Tabel 2. Typering van parainfluenzavirusstammen met behulp 

van type-specifieke antisera 

Cavia-antisera 
tegen 

Sendai-virus g 

Parainfluenza­
virus type 1 A 
( prototype- В 
stam) 

Parainfluenza­
virus type 2 A 
( prototype- В 
stam) 

Parainfluenza­
virus type 3 A 
(prototype- В 
stam) 

SVs-virus A 
(prototype- В 
stam) 

Bofvirus A 
(Enders-stam) В 

Titers van 
complement­

bindende 
antistoffen tegen 

Stam Stam Stam 
1.264 26.615 24.249 

< 8 < 8 < 8 
32 32 < 8 

< 8 < 8 < 8 
128 64 < 8 

< 8 < 8 < 8 
< 8 < 8 < 8 

< 8 < 8 < 8 
< 8 < 8 128 

n.v. * ' n.v. n.v. 
< 8 < 8 < 8 

< 8 < 8 < 8 
< 8 < 8 < 8 

Titers van 
hemagglutinatie-

remmende 
antistoffen tegen 

Stam Stam Stam 
1.264 26.615 24.249 

16 <16 <16 
32 <16 <16 

<16 < 1 6 <16 
64 128 16 

<16 16 <16 
<16 16 <16 

<16 <16 < 1 6 
<16 <16 256 

n.v. n.v. n.v. 
16 n.v. n.v. 

<16 n.v. <16 
<16 n.v. <16 

Uitkomsten van de 
hemadsorptie-

remmings-
reactie ' * * 

Stam Stam Stam 
1.264 26.615 24.249 

n.v. n.v. n.v. 
n.v. n.v. n.v. 

+ + -

- - + 

n.v. n.v. n.v. 
n.v. n.v. n.v. 

n.v. n.v. n.v. 
n.v. n.v. n.v. 

Serum A afgenomen voor infectie, serum В na infectie. 
n.v. = niet verricht. 
De sera werden gebruikt in een verdunning 1:8. 

— = geen significante remming van de hemadsorptie. 
+ ^ volledige remming van de hemadsorptie. 
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HOOFDSTUK III 

O N D E R Z O E K B I J D I E R E N 

Een onderzoek naar antigene verwantschap tussen parainfluenzavirussen 
onderling en tussen deze groep virussen en bofvirus werd verricht bij 
caviae. Uit de literatuur is bekend, dat heterotypische antistoffen vaker 
worden gevormd bij een secundaire immunologische reactie dan bij een 
primaire immunologische reactie; ook door middel van een anamnestische 
reactie kan antigene verwantschap tussen virussen worden opgespoord ( zie 
Hoofdstuk I ). Het leek ons van belang van deze immunologische reacties 
gebruik te maken bij het onderzoek naar antigene verwantschap tussen 
parainfluenzavirussen. Tot nu toe is een dergelijk onderzoek met para­
influenzavirussen niet beschreven. Caviae werden tweemaal op verschil­
lende tijdstippen besmet. Eén groep caviae werd tweemaal — met een 
interval van 31 dagen — besmet met hetzelfde virus; een andere groep 
caviae werd tweemaal — met een interval van 50 of 93 dagen — be­
smet met twee verschillende virussen. Vóór en na de eerste en de tweede 
besmetting werd bloed afgenomen. De sera werden onderzocht op homo-
typische en heterotypische antistoffen. 

Voor de besmetting van caviae werd gebruik gemaakt van Sendai-virus, 
Parainfluenzavirus type 1, Parainfluenzavirus type 3 en bofvirus. De 
virussen waren niet gepasseerd in apeniercellen. Sendai en bofvirus 
waren gekweekt in de allantoïsholte van het bebroede kippe-ei. De ge­
bruikte Parainfluenzavirus type 1 en 3-stammen (respectievelijk stam 
26.615 en stam 24.249) waren geïsoleerd en gepasseerd in HeLa-cellen. 

Het is dus vrijwel zeker uitgesloten, dat de virusstammen waren ver­
ontreinigd met een „apevirus". Onderzoek naar het voorkomen van 
anamnestische reacties werd verricht bij caviae, die achtereenvolgens 
waren besmet met Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3 en om­
gekeerd en bij caviae, die achtereenvolgens waren besmet met bofvirus 
en Parainfluenzavirus type 3 en omgekeerd. De beide virussen van iedere 
serie waren gekweekt in cellen van verschillende gastheren (kip en 
mens). Een mogelijke invloed van antigenen van de gastheer op de 
anamnestische reactie kon op deze wijze à priori worden uitgesloten. 
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Het onderzoek werd verricht bij albino-caviae. De caviae behoorden tot 
twee populaties, die elk bestonden uit 200 dieren en afkomstig waren 
van het proefdierenlaboratorium van T N O te Zeist. De dieren waren 
bij het begin van de proef ongeveer 3 maanden oud en wogen gemid­
deld 300 gram. Na aankomst in het laboratorium werden de caviae ge­
nummerd met oormerken en vervolgens aselect ingedeeld in groepen 
aan de hand van tabellen met aselecte getallen. Voor het onderzoek van 
de primaire en secundaire immunologische reactie werden groepen van 
20 caviae gekozen, voor het onderzoek van de anamnestische reactie 
groepen van 40 caviae. Van iedere cavia werd vóór en na de besmetting 
op van te voren vastgestelde tijdstippen bloed verzameld door middel van 
hartpunktie. Tengevolge van het grote aantal hartpunkties, dat bij ieder 
dier werd verricht, was de sterfte aanzienlijk. Slechts 20% van de dieren, 
die tweemaal waren besmet en waarbij tienmaal bloed was afgenomen, 
overleefden de proef. Op enkele uitzonderingen na, die in de tekst af­
zonderlijk zijn vermeld, werd het serologisch onderzoek beperkt tot de 
caviae, waarvan volledig materiaal beschikbaar was; caviae, die tijdens 
de proef overleden, werden niet in het onderzoek opgenomen. 

De sera werden onderzocht met de complementbindingsreactie en de 
hemagglutinatieremmingsreactie. De reacties werden verricht met anti-
geen van de volgende virusstammen (zie ook Hoofdstuk II, blz. 25, 26) : 
Sendai-virus, Parainfluenzavirus type 1 (stam 1264), Parainfluenzavirus 
type 2 (stam Greer), Parainfluenzavirus type 3 (stam 24.249) en bof-
virus (stam Enders). Alle sera werden onderzocht op de aanwezigheid 
van antistoffen tegen ieder van deze virussen, met uitzondering van bof-
virus. Onderzoek op antistoffen tegen bofvirus werd uitsluitend verricht 
bij caviae, die met bofvirus waren besmet en bij caviae, die tweemaal 
met Sendai-virus of Parainfluenzavirus type 3 waren besmet. 

Een viervoudige of grotere titerstijging van antistoffen werd als signi­
ficant beschouwd ; hieronder werd ook verstaan een stijging van de titer 
van de complementbindende antistoffen van <1 : 8 tot tenminste 1 :16 
en een stijging van de titer van de hemagglutinatieremmende antistoffen 
van <1 : 16 tot tenminste 1 : 32. Wanneer in de tekst of in tabellen 
van dit onderzoek wordt gesproken over vorming of ontwikkeling van 
antistoffen, of over caviae met antistoffen, doelen wij op dieren, waarbij 
een significante titerstijging van antistoffen is aangetoond. 
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R E S U L T A T E N 

Primaire immunologische reactie 

Caviae werden intranasaal besmet met Sendai-virus, Parainfluenzavirus 
type 1, Parainfluenzavirus type 3 of bofvirus. De uitkomsten van het 
onderzoek op de vorming van homologe antistoffen bij deze dieren zijn 
weergegeven in tabel 3 en in de figuren 1, 2, 3, 4 (zie blz. 35, 37, 41, 
42). Uit tabel 3 blijkt, dat alle caviae, één uitgezonderd, antistoffen 
vormden tegen het virus, waarmee zij waren besmet; één van de 39 
caviae, die met bofvirus waren besmet, ontwikkelde geen homologe 
antistoffen. 

Tabel 3. Vorming van homologe antistoffen bij 78 caviae na besmetting met 
parainfluenzavirus type 1 of type 3, Sendai-virus of 

bofvirus (primaire immunologische reactie) 

Aantal dagen 

na besmetting 

—3 
+ 3* 

7 
14 
21 
28 
90 

Aantal 
onderzochte 
dieren 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Parainfluenza 
type 1 

GB 

0 
0 
0 
5 
6 
6 

п.o. 

HAR 

0 
0 
0 
1 
4 
5 

n.o. 

6 

Parainfluenza 
type3 

GB 

0 
0 
0 

20 
20 

n.o. 
9 

HAR 

0 
1 
2 

14 
17 

n.o. 
20 

20 

Sendai 

CB 

0 
0 
3 

13 
13 

n.o. 
13 

HAR 

0 
0 
0 
2 

11 
n.o. 
13 

13 

Bof 

CB 

0 
1 
2 

26 
36 
38 

n.o. 

HAR 

0 
0 
8 

27 
31 
37 

n.o. 

39 

CB: Complementbindende antistoffen. 
HAR: Hemagglutinatieremmende antistoffen, 
n.o.: niet onderzocht. 
* : + 4 voor de dieren, die besmet waren met Parainfluenzavirus type 1 

of bofvirus. 

De primaire immunologische reactie was type-specifiek. De dieren vorm­
den uitsluitend antistoffen tegen het type, dat voor de besmetting was 
gebruikt. Heterotypische antistoffen werden niet ontwikkeld. Slechts één 
dier vormde een uitzondering hierop. Het betrof een caviae, die met bof­
virus was besmet en daarna naast homologe antistoffen ook antistoffen ont­
wikkelde tegen parainfluenzavirus type 2; de heterotypische antistoffen 
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Fig. 1. Primaire en secundaire immunologische reactie bij 5 caviae, die waren 
besmet met Sendai-virus. 
Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Hl = hemagglutinatieremming. 
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waren alleen aantoonbaar met de complementbindingsreactie. Er werden 
wel kruisreacties waargenomen tussen Sendai-virus en Parainfluenzavirus 
type 1. Dit is echter geen heterotypische reactie, omdat beide virussen 
tot hetzelfde type worden gerekend (zie Hoofdstuk I ) . Het bleek, dat 
alle caviae, die met Sendai-virus waren besmet, antistoffen ontwikkelden 
tegen Parainfluenzavirus type 1 ; deze antistoffen waren alleen met de 
complementbindingsreactie aantoonbaar. Omgekeerd vormde geen van 
de caviae, die met Parainfluenzavirus type 1 waren besmet, antistoffen 
tegen Sendai-virus. Er werden dus kruisreacties in één richting gevonden 
tussen Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1. 
Uit de figuren 1, 2, 3, 4 (zie blz. 41, 42) en uit tabel 3 blijkt, dat de anti­
stoffen vrij laat na de besmetting werden gevormd. Bij ongeveer 80% 
van de caviae waren op de 7e dag na de besmetting nog geen antistoffen 
aantoonbaar. Dertien van de 78 caviae vormden antistoffen tussen de 
4e en 7e dag na de besmetting, 2 caviae vóór de 4e dag. In het algemeen 
is dus het verloop van de antistoftiters kenmerkend voor een primaire 
immunologische reactie. Complementbindende antistoffen werden in de 
regel eerder gevormd dan hemagglutinatieremmende antistoffen. Het 
verschil in het verloop van de titers van de beide soorten antistoffen 
werd vooral gezien bij caviae, die met één van de parainfluenzavirussen 
besmet waren. Er werd geen noemenswaardig verschil gevonden bij 
caviae, die met bofvirus waren besmet. 

De controleproeven waren negatief. Bij de caviae, die met virus waren 
besmet, werden in geen enkel geval complementbindende antistoffen 
gevonden tegen controle-antigenen, die van onbeënte weefselkweken en 
van normale allantoïsvloeistof waren bereid. Acht caviae werden „be­
smet" met controlevloeistof: 4 met weefselkweekvloeistof en 4 met allan­
toïsvloeistof. Bij géén van deze caviae werden complementbindende anti­
stoffen gevonden tegen de vloeistoffen, die voor de „besmetting" waren 
gebruikt, of tegen één van de virusantigenen. 

Secundaire immunologuche reactie 

Caviae werden tweemaal met een tussenpoos van 31 dagen besmet met 
hetzelfde virus. Het virus werd beide malen intranasaal toegediend. De 
proeven werden verricht met Sendai-virus, Parainfluenzavirus type 1, 
Parainfluenzavirus type 3 en bofvirus. De uitkomsten van het onderzoek 
op de vorming van homologe antistoffen bij deze dieren zijn weergegeven 
in tabel 4 en in de figuren 1, 2, 3 en 4 (zie blz. 38, 41, 42). Uit tabel 4 
blijkt, dat alle caviae, die met Parainfluenzavirus type 1 of 3, of met 
Sendai-virus waren besmet, homologe antistoffen vormden na de tweede 
besmetting. Dit was echter niet het geval bij 2 van de 5 caviae, die met 
bofvirus waren besmet. 

36 



HI antibody t iter-

512 

256 

128 

64 -

32 

16 -

< 1 6 

-CF antibody t i ter 

Parainfluenza 1 (CF) Γ 5 1 2 

a - 2 5 6 

- 128 

64 

- 32 

- 16 

8 

<8 
-2 0 + 7 14 

Is t inoculation 
(parainfluenza l ) 

'Parainf luenza 1(HI) 
, ^ д 

•'0 (Bendai (CF) 
/ 
/ 

ƒ 
; Sendai(HI) 

"φ' -ΐ 'Φ ι ι ι Τ— 
28 31 
- 3 0 + 4 7 14 21 28 Days 

2nd inoculation 
( parainfluenza 1 ) 

21 

Fig. 2. Primaire en secundaire immunologische reactie bij 6 caviae, die waren 
besmet met Parainfluenzavirus type 1. 
Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Hl = hemagglutinatieremming. 

De uitkomsten van het onderzoek op de vorming van heterologe anti­
stoffen zijn weergegeven in de tabellen 5, 6, 7 en 8 en in de figuren 
1, 2, 3, 4. Het blijkt, dat na de tweede besmetting in tegenstelling tot 
de eerste besmetting wel heterotypische antistoffen werden gevormd door 
een aantal dieren. Dit werd waargenomen bij caviae, die met Sendai-
virus of met Parainfluenzavirus type 3 waren besmet. De uitkomsten van 
het onderzoek op heterotypische antistoffen bij caviae, die met Para­
influenzavirus type 1 of met bofvirus waren besmet, zijn niet in tabel­
vorm weergegeven. Het onderzoek was negatief bij 6 caviae, die met 
Parainfluenzavirus type 1 waren besmet, positief bij 2 van de 5 caviae, 
die met bofvirus waren besmet; deze caviae vormden antitoffen tegen 
Parainfluenzavirus type 2. De titers van de heterotypische antistoffen 
waren veel lager dan die van de homologe antistoffen. Er werden geen 
duidelijke aanwijzingen gevonden, dat hemagglutinatieremmende anti­
stoffen tegen heterologe typen vaker werden gevormd dan complement-
bindende antistoffen of omgekeerd. 
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Tabel 4. Vorming van homologe antistoffen bij 23 caviae na herbesmetting met 
Parainfluenzavirus type 1 of type 3, Sendai-virus of bofvirus 

(secundaire immunologische reactie) 

Aantal dagen na 
herbesmetting 

—3 
+ 3* 

7 
14 
21 

Aantal 
onderzochte 
dieren 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Parainfluenza 
type 1 

CB 

0 
0 
4 
4 

n.o. 

HAR 

0 
0 
6 
5 

n.o. 

6 

Parainfluenza 
typeS 

CB 

0 
0 
7 
7 
7 

HAR 

0 
0 
7 
7 
7 

7 

Sendai 

CB 

0 
0 
5 
5 
5 

HAR 

0 
0 
5 
5 
5 

5 

Bof 

CB 

0 
0 
2 
2 
3 

HAR 

0 
0 
1 
3 
3 

5 

CB: Complementbindende antistoffen. 
HAR: Hemagglutinatieremmende antistoffen, 
n.o.: niet onderzocht. 
* : + 4 voor de dieren, die besmet waren met Parainfluenzavirus type 1 of 

bofvirus. 

Evenak na een eerste besmetting werden ook na herbesmetting kruis­
reacties waargenomen tussen Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 
(tabel 5, 6 en 9; figuur 1 en 2) . Alle caviae (5 dieren), die voor de 
tweede maal met Sendai-virus waren besmet, ontwikkelden complement-
bindende antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 1, 3 ervan tevens 
hemagglutinatieremmende antistoffen. Na herbesmetting werden — in 
tegenstelling met de primaire immunologische reactie — ook kruisreacties 
in omgekeerde richting waargenomen (tabel 9 ) . Alle caviae, die voor de 
tweede maal met Parainfluenzavirus type 1 waren besmet, vormden anti­
stoffen tegen Sendai-virus; deze antistoffen waren alleen met de comple-
mentbindingsreactie aantoonbaar. Uit het serologische reactiepatroon bij 
caviae, die tweemaal zijn besmet, blijkt opnieuw, dat Sendai-virus en 
Parainfluenzavirus type 1 immunologisch nauw verwant zijn. 
Na de tweede besmetting werd eerder ontwikkeling van antistoffen waar­
genomen dan na de eerste besmettmg. Bij bijna 90% van de caviae werd 
op de 7e dag na de tweede besmettmg een titerstijging van homologe 
antistoffen waargenomen (tabel 4 ) . Daarentegen hadden slechts 20% 
van de caviae, die voor de eerste maal waren besmet, op de 7e dag anti­
stoffen ontwikkeld (tabel 3) . Complementbindende antistoffen werden 
na de tweede besmetting ongeveer even snel gevormd als hemagglu­
tinatieremmende antistoffen. De antistoftiters liepen na de tweede be­
smetting op tot hogere waarden dan na de eerste besmetting. Het ver-
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loop van de antistoftitere bij caviae, die voor de tweede maal waren 
besmet, is dus kenmerkend voor een secundaire immunologische reactie. 
Dit geldt niet alleen voor de vorming van homologe antistoffen, maar 
ook voor de ontwikkeling van heterologe en heterotypische antistoffen. 
In totaal werd na de tweede besmetting bij 18 dieren een titerstijging van 
heterologe of heterotypische antistoffen waargenomen. In 90% van de 
gevallen werd de titerstijging reeds op de 7e dag na de besmetting vast­
gesteld. 

Tabel 5. Vorming van heterotypische complementbindende antistoffen bij 5 caviae 
na besmetting en herbesmetting met Sendai-virus 

Aantal dagen na 

Eerste 
besmetting 

—3 
+ 14 

28 
34 
38 
45 

Tweede 
besmetting 

—3 
+ 3 

7 
14 

Aantal dieren met antistoffen tegen | 

Parainfluenza 
type 1 

0 
5 
5 
5* 
5 
5 

Parainfluenza 
type 2 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

Parainfluenza 
type3 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

* Opnieuw viervoudige titerstijging van antistoffen. 

Tabel 6. Vorming van heterotypische hemagglutinatieremmende antistoffen 
bij 5 caviae na besmetting en herbesmetting met 

Sendai-virus 

Aantal dagen na 

Eerste 
besmetting 

—3 
+ 14 

28 
34 
38 
45 

Tweede 
besmetting 

—3 
+ 3 

7 
14 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Parainfluenza 
typel 

0 
0 
0 
0 
0 
3 

Parainfluenza 
type 2 

0 
0 
0 
1 
1 
1 

Parainfluenza 
type3 

0 
0 
0 
0 
2 
2 
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De controleproeven waren negatief. Bij géén van de caviae werden na 
de tweede besmetting complementbindende antistoffen gevonden tegen 
controle-antigenen, die van onbeënte weefselkweken en van normale 
allantoïsvloeistof waren bereid. Bij één cavia, die tweemaal met Sendai-
virus was besmet, werden weliswaar complementbindende antistoffen 
tegen normale allantoïsvloeistof gevonden, maar deze uitslag mag niet 
ak een positieve controleproef worden beschouwd, omdat het onderzoek 
negatief uitviel, toen het controle-antigeen in dezelfde verdunning werd 
gebruikt ak het Sendai-virusantigeen. Acht caviae werden tweemaal 
„besmet" met controlevloeistoffen : 4 met weefselkweekvloeistof en 4 met 
allantoïsvloeistof. Géén van de caviae ontwikkelde antktoffen tegen de 
vloeistoffen, die voor de „besmetting" waren gebruikt of tegen één van 
de virusantigenen. 

Tabel 7. Vorming van keterotypische complementbindende antistoffen bij 7 caviae 
na besmetting en herbesmetting met Parainfluenzavirus type 3 

Aantal dagen na 

Eerste 
besmetting 

—3 
+ 14 

28 
34 
38 
45 

Tweede 
besmetting 

—3 
+ 3 

7 
14* 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Parainfluenza 
type 1 

0 
0 
0 
0 
3 

(4) 

Sendai 

0 
0 
0 
0 
4 

(3) 

Parainfluenza 
type 2 

0 
0 
0 
0 
1 

(2) 

* Op dit tijdstip was niet van alle dieren bloed afgenomen. 

Tabel 8. Vorming van heterotypische hemagglutinatieremmende antistoffen 
bij 7 caviae na besmetting en herbesmetting met 

Parainfluenzavirus type 3 

Aantal dagen na 

Eerste 
besmetting 

—3 
+ 14 

28 
34 
38 
45 

Tweede 
besmetting 

—3 
+ 3 

7 
14* 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Parainfluenza 
type 1 

0 
0 
0 
0 
0 

(0) 

Sendai 

0 
0 
0 
1 
3 

(2) 

Parainfluenza 
type 2 

0 
0 
0 
0 
0 

(1) 

* Op dit tijdstip was niet van alle dieren bloed afgenomen. 
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Fig. 3. Primaire en secundaire immunologische reactie bij 7 caviae, die waren 
besmet met Parainfluenzavirus type 3. 

Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Hl = hemagglutinatieremming. 
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Tabel 9. Vorming van antistoffen tegen Sendai-virus bij 6 caviae na besmetting 
en herbesmetting met Parainfluenzavirus type 1 

Aantal dagen na 

Eerste 
besmetting 

—3 
+ 14 

28 
38 
59 

Tweede 
besmetting 

—3 
+ 7 
28 

Aantal dieren met antistoffen tegen Sendai-virus 

Complementbindende 
antistoffen 

0 
0 
0 
6 
6 

Hemagglutinatie-
remmende antistoffen 

0 
0 
0 
0 
0 

De secundaire immunologische reactie werd ook onderzocht bij caviae, 
die op een andere wijze waren geïmmuniseerd. De dieren werden eerst 
intranasaal met virus besmet. Dertig dagen later werden ze opnieuw met 
hetzelfde virus geïmmuniseerd door vijfmaal — met een tussenpoos van 
één dag — 1 ml virus intraperitoneaal toe te dienen. Het onderzoek werd 
verricht met Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3. Drie dagen vóór 
de intranasale besmetting en 7 dagen na de laatste intraperitoneale in­
jectie werd bloed afgenomen voor serologisch onderzoek. De uitkomsten 
van het onderzoek op de vorming van homologe en heterologe anti­
stoffen bij deze dieren zijn weergegeven in tabel 10 en 11. Uit proeven 
met controle-antigenen bleek, dat er na de parenterale toediening van 
Sendai-virus complementbindende antistoffen tegen normale allantoïs-
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Fig. 4. Primaire en secundaire immunologische reactie bij 5 caviae, die waren 
besmet met bofvirus. 
Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Ш = hemagglutinatieremming. 
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Tabel 10. Vorming van hemaggluttnatieremmende antistoffen bij 8 caviae na 
intranasale en intraperitoneale toediening van Parainfluenzavirus 

type 3 of Sendai-virus 

Hyperimmunisatie 
met 

Parainfluenzavirus 

type3 
Sendai-virus 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Sendai 

6 

8 

Parainfluenza 
typel 

5 

6 

Parainfluenza 
type 2 

2 

3 

Parainfluenza 
type3 

8 

7 

Tabel 11. Vorming van complementbindende antistoffen bij 8 caviae na 
intranasale en intraperitoneale toediening van para-

influenzavirus type 3 of Sendai-virus 

Hyperimmunisatie 
met 

Parainfluenzavirus 

type 3 

Sendai-virus 

Aantal dieren met antistoffen tegen 

Sendai 

4 

n.o. 

Parainfluenza 
type 1 

n.o. 

8 

Parainfluenza 
type 2 

n.o. 

0 

Parainfluenza 
type3 

n.o. 

0 

vloeistof waren gevormd en na toediening van Parainfluenzavirus type 3 
complementbindende antistoffen tegen normale weefselkweekvloeistof. 
In verband hiermee is geen onderzoek verricht op complementbindende 
antistoffen tegen het homologe virus en tegen de heterologe virussen, die 
op dezelfde wijze (in kippenembryo's of in weefselkweken) waren ge­
kweekt als het homologe virus. 
Tabel 10 laat zien, dat alle caviae, die met Sendai-virus of Parainfluenza­
virus type 3 waren geïmmuniseerd, homologe antistoffen vormden. Een 
vrij groot aantal dieren ontwikkelde tevens heterotypische antistoffen 
(tabel 10 en 11); hemagglutinatieremmende antistoffen werden vaker 
gevormd dan complementbindende antistoffen. De titers van de hetero-
typische hemagglutinatieremmende antistoffen waren in de meeste ge­
vallen laag (1:32 of 1:64). Uit dit onderzoek blijkt, dat hyperimmuni­
satie van vroeger besmette caviae door middel van intraperitoneale toe­
diening van virus ongeveer dezelfde uitwerking heeft als besmetting van 
caviae voor de tweede maal. In beide gevallen werden door een aantal 
dieren heterotypische antistoffen gevormd. Het onderzoek geeft de in­
druk, dat herhaalde intraperitoneale toediening van virus een sterkere 
immuniserende werking heeft ten aanzien van heterologe typen dan een 
intranasale besmetting voor de tweede maal. 
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Anamnestische reactie 

Caviae werden eerst besmet met Sendai-virus en 93 dagen later met 
Parainfluenzavirus type 3 en omgekeerd. Een andere groep caviae werd 
achtereenvolgens — met een interval van 50 dagen — besmet met bof-
virus en Parainfluenzavirus type 3 en omgekeerd. Het virus werd in alle 
gevallen intranasaal toegediend. Na de eerste besmettmg ontwikkelden 
alle dieren homologe antistoffen, geen enkel dier heterotypische anti­
stoffen. 

Tabel 12. Vorming van antistoffen bij 13 caviae na besmetting met achtereen­
volgens Parainfluenzavirus type 3 en Sendai-virus 

Aantal dagen na 
besmetting met 

Sendai-virus 

—3 
+ 3 

7 
14 
21 

Aantal dieren, dat antistoffen ontwikkelde tegen 

Complementbindende 
antistoffen 

Parainfluenza 
type3 

0 
0 
7 
7 
7 

Sondai 

0 
0 
5 
8 
8 

Hemagglutinatieremmende 
antistoffen 

Parainfluenza 
type3 

0 
1 
5 
8 
9 

Sendai 

0 
0 
3 
6 
7 

Tabel 13. Vorming van antistoffen bij 15 caviae na besmetting met achtereen­
volgens Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3 

Aantal dagen na 
besmetting met 

Parainfluenzavirus 
typeS 

—3 
+ 3 

7 
14 
21 

Aantal dieren, dat antistoffen ontwikkelde tegen 

Complementbindende 
antistoffen 

Sendai 

0 
0 
1 

10 
13 

Parainfluenza 
t y pe3 

0 
0 
0 

11 
13 

Hemagglutinatieremmende 
antistoffen 

Sendai 

0 
1 
4 

12 
13 

Parainfluenza 
typeS 

0 
0 
3 

13 
13 
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De uitkomsten van het onderzoek op de vorming van antistoffen bij de 
dieren, die voor de tweede maal met Sendai-virus of Parainfluenzavirus 
type 3 waren besmet, zijn weergegeven in tabellen 12 en 13 en in de 
figuren 5 en б (blz. 46, 47). Alle caviae ontwikkelden antistoffen tegen 
het virus, waarmee ze de tweede maal waren besmet. Wel waren deze 
antistoffen in een deel der gevallen slechts door middel van één serolo­
gische reactie aantoonbaar. Het serologische reactiepatroon na de tweede 
besmetting bleek te verschillen van dat na een primaire immunologische 
reactie. Naast homologe antistoffen werden ook heterologe antistoffen 
gevormd tegen het type, waarmee de dieren drie maanden tevoren waren 
besmet. Deze anamnestische reactie werd waargenomen bij 22 van de 28 
caviae. De immunologische reactie na de tweede besmetting bleef beperkt 
tot de ontwikkeling van homologe antistoffen en van antistoffen tegen 
het virus, waarmee het dier vroeger geïnfecteerd was. Door geen enkel 
dier werden antistoffen gevormd tegen Parainfluenzavirus type 2. Caviae, 
die eerst met Sendai-virus waren besmet en daarna met Parainfluenza­
virus type 3, toonden echter in enkele gevallen niet alleen een anamnes­
tische reactie tegen Sendai-virus maar ook tegen het hieraan nauw ver­
wante Parainfluenzavirus type 1; 3 van de 13 dieren, die antistoffen 
tegen Sendai-virus vormden, ontwikkelden tevens antistoffen tegen 
type 1. De anamnestische reactie lijkt dus type-specifiek te zijn. 
De anamnestische reactie ontwikkelde zich vrij spoedig na de tweede 
besmetting. Bij 22 caviae werd een titerstijging van heterotypische anti­
stoffen waargenomen. In 12 gevaUen (55%) werd de titerstijging reeds 
op de 7e dag na de besmetting vastgesteld. Homologe antistoffen werden 
na de tweede besmetting niet veel sneller gevormd dan bij een primaire 
immunologische reactie. Door 28 caviae werden na de tweede besmetting 
homologe antistoffen gevormd; 9 dieren (ongeveer 32%) hadden op 
de 7 e dag antistoffen ontwikkeld. Bij de primaire immunologische reactie 
tegen Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3 werd bij 3 (ongeveer 
23%) van de 13 onderzochte dieren homologe antistoffen gevonden 
op de 7e dag na de besmetting (tabel 3) . 
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Fig. 5. Vorming van antistoffen bij 13 caviae, die achtereenvolgens met Para­
influenzavirus type 3 en Sendai-virus waren besmet. 
Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. HI = hemagglutinatieremming. 
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Meetkundige gemiddelden van de antistofttters. 
CF = complementbinding. HI = hemagglutinatieremming. 
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Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Hl = hemagglutinatieremming. 



De uitkomsten van het onderzoek op de vorming van antistoffen bij 
dieren, die eerst met bofvirus en later met Parainfluenzavirus type 3 en 
omgekeerd, waren besmet, zijn weergegeven in de tabellen 14 en 15 en 
in de figuren 7, 8 en 9. Alle caviae ontwikkelden antistoffen tegen het 
virus, waarmee ze de tweede maal waren besmet. In geen enkel geval 
werd echter een anamnestische reactie waargenomen. Wel vormden 
16 van de 26 onderzochte caviae na de tweede besmetting antistoffen 
tegen Parainfluenzavirus type 2; de títere van de heterotypische anti­
stoffen waren laag. Het titerverloop van de heterotypische antistoffen 
hield het midden tussen dat van een secundaire immunologische reactie 
en dat van een primaire immunologische reactie. Wel waren bij 8 (50% ) 
van de 16 dieren al op de 4e dag heterotypische antistoffen aantoonbaar. 
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Fig. 9. Vorming van antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 bij 26 caviae, 
die achtereenvolgens met bofvirus en Parainfluenzavirus type 3, en om­

gekeerd, waren besmet. 
Meetkundige gemiddelden van de antistoftiters. 
CF = complementbinding. Hl = hemagglutinatieremming. 
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Het is moeilijk deze bevindingen te interpreteren. Bij de primaire immu­
nologische reactie tegen bof virus werd door slechts één van de 39 onder­
zochte caviae heterotypische antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 
gevormd, bij de secundaire reactie door twee van de 5 onderzochte 
caviae. Bij de primaire en secundaire immunologische reactie tegen Para­
influenzavirus type 3 werden door respectievelijk géén van de 20 en twee 
van de 7 onderzochte dieren antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 
ontwikkeld. 

Tabel 14. Vorming van antistoffen bij 15 caviae na besmetting met achtereen­
volgens Parainfluenzavirus type 3 en bofvirus 

Aantal dagen 
na besmetting 
met bofvirus 

—5 
+ 4 

7 
14 
28 

Aantal dieren, dat antistoffen ontwikkelde tegen 

Complementbindcnde 
antistoffen * 

Bof 

0 
0 
2 

15 
15 

Parainfluenzavirus 
type 2 

0 
0 
3 
4 
4 

Hcmagglutinatieremmcnde 
antistoffen * 

Bof 

0 
1 
7 

15 
15 

Parainfluenzavirus 
type 2 

1 
5 
6 
7 
7 

* Geen van de dieren ontwikkelde antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 1, 
Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3 na besmetting met bofvirus. 

Tabel 15. Vorming van antistoffen bij 11 caviae na besmetting met achtereen­
volgens bofvirus en Parainfluenzavirus type 3 

Aantal dagen na 
besmetting met 

Parainfluenzavirus 
type3 

— 5 
+ 4 

7 
14 
28 

Aantal dieren, dat antistoffen ontwikkelde tegen 

Complementbindende 
antistoffen * 

Parainfluenzavirus 
type 3 

0 
0 
0 

11 
11 

type 2 

0 
0 
0 
3 
3 

Hemagglutinatieremmende 
antistoffen * 

Parainfluenzavirus 
type3 

0 
0 
1 
9 

11 

type 2 

0 
3 
5 
8 
3 

* Geen van de dieren ontwikkelde antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 1, 
Sendai-virus en bofvirus na besmetting met Parainfluenzavirus type 3. 
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De controleproeven waren negatief. Het onderzoek met controle-anti­
genen was negatief. Zeven caviae werden eerst met Parainfluenzavirus 
type 3 en vervolgens met normale allantoïsvloeistof „besmet". Acht 
caviae werden achtereenvolgens met Sendai-virus en normale kweek-
vloeistof besmet. Twee caviae werden eeret met bofvirus en vervolgens 
met normale kweekvloeistof besmet. Bij geen van deze dieren werd na de 
tweede „besmetting" een ontwikkeling van complementbindende anti­
stoffen tegen de controle-vloeistoffen of een anamnestische reactie waar­
genomen. 

B E S C H O U W I N G E N 

Uit het onderzoek blijkt, dat Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 
immunologisch nauw verwant zijn. Dit kwam bij de secundaire immu­
nologische reactie sterker tot uiting dan bij de primaire immunologische 
reactie. Deze bevindingen vormen een krachtige steun voor de opvatting, 
dat Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 tot eenzelfde immunolo­
gisch type behoren. Kruisreacties tussen beide virussen werden vaker 
gevonden bij caviae, die met Sendai-virus waren besmet, dan bij dieren, 
die met Parainfluenzavirus type 1 waren besmet. Dit zou kunnen worden 
verklaard door aan te nemen, dat eenzelfde antigene component(en) op 
beide virussen voorkomt, maar op Sendai-virus rijker vertegenwoordigd 
is dan op Parainfluenzavirus type 1. Het is ook denkbaar, dat de struc­
tuur en de lokalisatie van deze component niet gelijk is voor beide virus­
sen en dat tengevolge hiervan het vermogen om antistoffen op te wekken 
of om met antistoffen te reageren, enigszins verschilt. 
Het onderzoek heeft verder aangetoond, dat verschillende typen para-
influenzavirussen immunologisch aan elkaar verwant zijn. Kruisreacties 
tussen Parainfluenzavirus type 3 enerzijds en Sendai-virus of Para­
influenzavirus type 1 anderzijds werden vaker waargenomen dan die 
tussen andere typen. Toch was de verwantschap tussen type 3 en Sendai-
virus, c.q. type 1, niet zo sterk als die tussen Sendai-virus en Para­
influenzavirus type 1. Kruisreacties tussen de eerstgenoemde virussen 
werden alleen bij een secundaire immunologische reactie gevonden, niet 
bij een primaire reactie. Het ligt dus voor de hand type 1 en type 3 ab 
afzonderlijke typen te blijven beschouwen. 
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De antigene verwantschap tussen Parainfluenzavirus type 3 en Sendai-
virus, c.q. Parainfluenzavirus type 1, berust vermoedelijk op de aan­
wezigheid van eenzelfde antigene component (en) bij beide virussen. Wij 
hebben een poging gedaan deze component aan te tonen door middel 
van de diffusie-precipitatie methode volgens Ouchterlony. Hierbij werd 
gebruik gemaakt van antisera, die bereid waren bij konijnen. De me­
thode is beschreven in Hoofdstuk II. In het antiserum tegen Sendai-
virus was één soort antistoffen aantoonbaar, die waren gericht tegen het 
homologe virus. In het antiserum tegen Parainfluenzavirus type 3 werden 
twee soorten antistoffen tegen het homologe virus gevonden. Het gelukte 
niet antistoffen aan te tonen, die waren gericht tegen een antigene com­
ponent, die bij beide virussen voorkomt. 

Er werden geen aanwijzingen gevonden voor een antigene verwantschap 
tussen bof virus en Parainfluenzavirus type 3, evenmin voor een verwant­
schap tussen bofvirus en Parainfluenzavirus type 1 of Sendai-virus. Daar­
entegen werden er wel kruisreacties waargenomen tussen bofvirus en 
Parainfluenzavirus type 2. De kruisreacties werden slechts éénmaal waar­
genomen bij dieren met een primaire immunologische reactie tegen bof­
virus, echter betrekkelijk vaak bij dieren, die tweemaal met bofvirus 
waren besmet of die achtereenvolgens met bofvirus en Parainfluenzavirus 
type 3 en omgekeerd, waren besmet. Het is mogelijk, dat de kruisreacties 
berusten op de aanwezigheid van eenzelfde antigene component (en) in 
bofvirus, Parainfluenzavirus type 2 en Parainfluenzavirus type 3 ; de hoe­
veelheid, de kwaliteit en de lokalisatie van de antigene component in 
deze virussen zou kunnen verschillen. Het is ook denkbaar, dat de kruis­
reacties het gevolg zijn van een vroegere infectie van de gebruikte caviae 
met SVs-virus. In Hoofdstuk I is erop gewezen, dat SVs-virus nauw 
verwant is aan Parainfluenzavirus type 2. Indien men verder aanneemt, 
dat bofvirus in geringe mate verwant is aan SVs-virus, dan zou er na 
besmetting van caviae met bofvirus een anamnestische reactie tegen 
SVs-virus kunnen ontstaan, die gepaard zou gaan met de ontwikkeling 
van antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2. 
In verband met het bovenstaande hebben wij achteraf een onderzoek 
ingesteld naar het voorkomen van infecties met SVs-virus bij caviae, 
die in onze studie waren betrokken. Het onderzoek werd verricht bij 
200 caviae. Sera, die bij deze dieren waren afgenomen, voordat ze voor 
het eerst met virus waren besmet, werden onderzocht op de aanwezig­
heid van hemagglutinatieremmende en complementbindende antistoffen 
tegen SVs-virus. Bij géén van de dieren werden hemagglutinatierem­
mende antistoffen gevonden. Slechts bij drie dieren werden complement-
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bindende antistoffen aangetroffen: de titers waren laag (1:16, 1:16, 
1:32). Het antigeen, dat voor de complementbindingsreactie werd ge­
bruikt, was niet anti-complementair. Dit wijst erop, dat er in het serum 
van de caviae, die dienden als donores van complement, evenmin anti­
stoffen tegen SVs-virus aanwezig waren. Op grond van de uitkomsten 
van deze proeven en op grond van het feit, dat de onderzochte caviae 
slechts ongeveer 3 maanden oud waren, mag worden aangenomen, dat 
de door ons gebruikte caviae niet — of slechts bij zeer hoge uitzondering 
— waren geïnfecteerd met SVs-virus, voordat ze in de proef werden 
opgenomen. Het is natuurlijk niet uitgesloten, dat de dieren naderhand 
in het verloop van de studie met SVs-virus werden geïnfecteerd. Het is 
echter van belang er in dit verband op te wijzen, dat er tijdens de periode 
van het onderzoek in ons laboratorium géén experimenten met SVs-virus 
werden verricht; het serologisch onderzoek op SVs-virus werd gedaan 
na afloop van de proeven op dieren. 
In tegenstelling met de uitkomsten van onze studie vonden CHANG en 
HSIUNG (1962) en VON EULER e.a. (1963) veelvuldig antistoffen tegen 
SVs-virus in sera van caviae. Deze onderzoekers maakten gebruik van 
de DA-virusstam, die serologisch identiek is aan SVs-virus. De sera 
werden onderzocht op hemagglutinatieremmende en neutraliserende 
antistoffen. Het was niet mogelijk de complementbindingsreactie toe te 
passen vanwege de aanwezigheid van antitoffen tegen SVs-virus in 
complement. Het verschil tussen onze bevindingen en die van de boven­
genoemde Amerikaanse onderzoekers berust waarschijnlijk op het verschil 
in herkomst van de caviae en waarschijnlijk ook op het feit, dat wij jonge 
caviae hebben gebruikt voor onze proeven en bij het bereiden van com­
plement. De kant op infecties, inclusief infectie met SVs-virus, neemt 
toe met de leeftijd. 
Uit het voorgaande volgt, dat de kruisreacties tussen bofvirus en Para­
influenzavirus type 2 vermoedelijk niet berusten op een anamnestische 
reactie van de gebruikte caviae tegen SVs-virus. De antigene betrek­
kingen tussen deze virussen kunnen waarschijnlijk verder worden op­
gehelderd door middel van serologische onderzoekingen bij caviae, die 
achtereenvolgens met bofvirus en Parainfluenzavirus type 2 en omge­
keerd, worden besmet. Wij hebben geen nader onderzoek over dit onder-
werp verricht. 
Uit de studie blijkt, dat serologisch onderzoek bij caviae met een primaire 
immunologische reactie een weinig gevoelige methode is voor het op­
sporen van antigene verwantschappen tussen parainfluenzavirussen. 
Caviae met een secundaire immunologische reactie tengevolge van her­
haalde besmetting of van herhaalde intraperitoneale toediening van 
virus, tonen veel vaker kruisreacties. Hyperimmunisatie door middel van 
intraperitoneale toediening van betrekkelijk grote doses virus heeft het 
nadeel, dat antistoffen kunnen worden opgewekt tegen celantigenen, die 
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in het viruspreparaat aanwezig zijn, en dat tengevolge hiervan onge­
wenste krubreacties ontstaan. Daarom verdient het de voorkeur caviae 
te immuniseren door intranasale besmetting met een kleine dosis virus. 
Men mag aannemen, dat de besmetting tot een infectie bij de gastheer 
leidt en dat antistoffen, die na de besmetting aantoonbaar zijn, zijn op­
gewekt door virus, dat tijdens de infectie is gevormd. Onderzoek op 
anamnestische reacties bij caviae, die ahtereenvolgens met twee ver­
schillende virussen worden besmet, is een zeer gevoelige methode om anti­
gene verwantschap op te sporen. Het verdient aanbeveling deze methode 
op uitgebreidere schaal toe te passen bij de analyse van de antigene 
structuur van virussen. 
Het is uit deze studie en uit andere onderzoekingen (zie Hoofdstuk I) 
duidelijk, dat door herhaalde infecties van een gastheer met hetzelfde 
virus of met verwante virussen een breder spectrum van antistoffen wordt 
opwekt. Van dit fenomeen zou gebruik kunnen worden gemaakt bij de 
toepassing van vaccins tegen virusziekten. Aan de andere kant vormt de 
verbreding van het antistofspectrum een beperking van de mogelijk­
heden van de serologische diagnostiek van virusinfecties; in verband met 
het vóórkomen van kruisreacties is het in vele gevallen niet geoorloofd 
alleen op grond van de uitkomsten van het serologisch onderzoek een 
specifieke etiologische diagnose te stellen. Het is van belang ook bij de 
bereiding van type-specifieke antisera bij dieren rekening te houden met 
de verbreding van het antistofspectrum na hyperimmunisatie. Het ver­
dient aanbeveling voor de typering van virustammen uitsluitend gebruik 
te maken van antisera, die zijn afgenomen tijdens een primaire immuno­
logische reactie. 
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HOOFDSTUK IV 

V O R M I N G V A N A N T I S T O F F E N T E G E N P A R A -
I N F L U E N Z A V I R U S S E N BIJ P A T I Ë N T E N 

Bij 18 patiënten, die met parainfluenravirus waren geïnfecteerd, werd 
een onderzoek verricht naar de vorming van homotypische en hetero-
typische antistoffen. Bij alle patiënten was Parainfluenzavirus uit de keel 
geïsoleerd. Het type van de geïsoleerde virusstam was bepaald door 
middel van de hemadsorptieremmingsreactie, de hemagglutinatierem-
mingsreactie en (of) de complementbindingsreactie met type-specifieke 
antisera. De patiënten waren kinderen. Ze waren in 1962 of 1963 wegens 
een acute aandoening van de luchtwegen en (of) de longen in een van 
de volgende ziekenhuizen opgenomen: St. Elisabeth-Ziekenhuis te Til­
burg, Sanatorium Dekkerswald, St. Canisius-Ziekenhuis en St. Radboud-
Ziekenhuis te Nijmegen. Bij de patiënten was in de eerste dagen van de 
ziekte en in de tweede of derde week na het begin van de ziekte bloed 
afgenomen. 
Verder werd serologisch onderzoek op parainfluenzavirussen verricht 
bij 50 patiënten met mononucleosis infectiosa ; 25 van hen waren jonger 
dan 10 jaar, 25 ouder. Ze waren in de jaren 1957 tot en met 1962 ge­
durende enige tijd opgenomen in het St. Elisabeth-Ziekenhuis te Tilburg. 
Bij de patiënten was in de eerste week van de ziekte en twee of meer 
weken later bloed afgenomen. Alle patiënten hadden antistoffen tegen 
schapenerytrocyten ontwikkeld, die niet werden geadsorbeerd door een 
suspensie van cavia-nierweefsel. Dit was aangetoond met de reactie van 
Paul-Bunnell. Voordat de sera werden onderzocht met de complement­
bindingsreactie, werden de antistoffen tegen schapenerytrocyten ver­
wijderd door de sera te behandelen met gewassen schapenerytrocyten. 
Deze behandeling had géén invloed op de titers van antistoffen tegen 
parainfluenzavirussen. Het bleek, dat de antistoftiters van antisera, die bij 
caviae waren bereid en met schapenerytrocyten waren behandeld, vóór 
en na de behandeling even hoog waren. Voor het onderzoek op hemag-
glutinatieremmende antistoffen werden onbehandelde sera gebruikt. 
De serumparen van de patiënten met parainfluenzavirusinfectie en van 
de lijders aan mononucleosis infectiosa werden onderzocht op comple-
mentbindende en hemagglutinatieremmende antistoffen tegen Para­
influenzavirus type 1, 2, 3 en Sendai-virus. 
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Tabel 16. Vorming van antistoffen bij 18 patiënten, bij wie 
Parainfluenzavirus geïsoleerd is 

Geïsoleerd virus 

Parainfluenzavirus 
type 1 

Parainfluenzavirus 
type 2 

Parainfluenzavirus 
type 3 

Totaal 
aantal 

gevallen 

9 

4 

5 

Aantal patiënten, dat antistoffen ontwikkelde 
tegen 

Sendai-virus 

C B " HAR** 

5 1 

0 1 

1 2 

Parainfluenzavirus 

type 1 type 2 type 3 

CB HAR) C B HAR C B HAR 

8 4 

0 0 

1 0 

0 0 

3 2 

0 0 

2 3 

0 0 

4 3 

* Viervoudige of grotere titerstijging. 
** CB: Complementbindende antistoffen. 

HAR: Hemagglutinatieremmende antistoffen. 

Tabel 17. Ontwikkeling van antistoffen tegen parainfiuenzavirussen 
bij 50 patiënten met mononucleosis infectiosa 

Significante 
titerstijging 

van antistoffen 
tegen 

Parainfluenza 
type 1 

Sendai 

Parainfluenza 
type 2 

Parainfluenza 
type3 

Parainfluenza 
type 2 en 3 

Totaal 

Aantal 
serologisch 
positieve 
patiënten 

0 

3 

2 

2 

1 

8 

Positieve serdogische reacties 

HAR-reactie* 
alleen 

0 

3 

2 

2 

1 

8 

CB-reactie* 
alleen 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Beide 
reacties 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

* HAR: Hemagglutinatieremming. 
CB: Complementbinding. 
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RESULTATEN 

De uitkomsten van de onderzoekingen bij patiënten met parainfluenza-
virusinfectie zijn in tabel 16 weergegeven. Vijftien van de 18 patiënten 
vormden antistoffen tegen één of meer parainfluenzavirussen. Het sero­
logisch onderzoek liet in 3 gevallen in de steek. Alle patiënten, bij wie 
het serologisch onderzoek positief was, ontwikkelden antistoffen tegen 
het virus, dat de infectie had veroorzaakt. Zes van hen vormden boven­
dien antistoffen tegen een ander type virus (Sendai-virus en Para­
influenzavirus type 1 werden als variëteiten van één type beschouwd). 
De gemiddelde titerstijging van homotypische complementbindende en 
hemagglutinatieremmende antistoffen tegen type 3 bij patiënten met 
infectie door dit virus was respectievelijk viervoudig en zestienvoudig. De 
gemiddelde titerstijging van heterotypische antistoffen tegen type 3 bij 
patiënten met infectie door type 1 was zowel voor de complement-
bindende als voor de hemagglutinatieremmende antistoffen viervoudig. 
Alleen bij het onderzoek door middel van de hemagglutinatieremmings­
reactie werd dus een verschil gevonden in de mate waarin homotypische 
en heterotypische antistoffen werden gevormd. Het is van belang er op 
te wijzen, dat deze getallen berusten op de bevindingen bij enkele patiën­
ten. Zoals te verwachten was, op grond van de nauwe antigene verwant­
schap tussen Parainfluenzavirus type 1 en Sendaivirus, viel het onderzoek 
op antistoffen tegen Sendai-virus bij patiënten met infectie door type 1 
vrij vaak positief uit; ontwikkeling van complementbindende antistoffen 
tegen Sendai-virus werd vaker waargenomen dan die van hemagglu­
tinatieremmende antistoffen. 

De complementbindingsreactie leek een gevoeliger methode om een in­
fectie met Parainfluenzavirus aan te tonen dan de hemagglutinatirem-
mingsreactie. In 15 van de 18 onderzochte gevallen werd met de eerst­
genoemde reactie de ontwikkeling van homologe antistoffen aangetoond ; 
de hamagglutinatieremmingsreactie was positief in 9 van de 16 onder­
zochte gevallen. 

De uitkomsten van de onderzoekingen bij patiënten met mononucleosis 
infectiosa zijn in tabel 17 weergegeven. Acht van de 50 patiënten ont­
wikkelden antistoffen tegen een of twee parainfluenzavirussen. Bij 6 van 
hen werd slechts een 4-voudige titerstijging waargenomen ; bij een patiënt 
werd een 8-voudige titerstijging van antistoffen tegen Parainfluenza­
virus type 3 aangetoond, bij een andere patiënt een 16-voudige titer­
stijging van antistoffen tegen Sendai-virus. Deze antistoffen waren alleen 
aantoonbaar met de hemagglutinatieremmingsreactie. Bij géén van de 
patiënten werd een ontwikkeling van complementbindende antistoffen 
gezien. 
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B E S C H O U W I N G E N 

Onderzoek op de ontwikkeling van antistoffen bleek een vrij gevoelige 
methode te zijn om een infectie met Parainfluenzavirus aan te tonen bij 
de door ons onderzochte patiënten. Slechts in 3 van de 18 gevallen liet 
het onderzoek in de steek. Het betrof patiënten, die jonger dan 4 jaar 
waren. Bij één patiënt, bij wie Parainfluenzavirus type 2 was geïsoleerd, 
werd weliswaar geen 4-voudige, maar wel een 2-voudige titerstijging 
van complementbindende antistoffen waargenomen. Bij een andere 
patiënt, bij wie Parainfluenzavirus type 3 was geïsoleerd, werd direct 
na opneming in het ziekenhuis een hoge titer van homologe antistoffen 
gevonden. Het is mogelijk, dat het eerste serum betrekkelijk laat na het 
begin van de ziekte is afgenomen en dat tengevolge hiervan geen titer­
stijging werd waargenomen. 
De complementbindingsreactie was gevoeliger dan de hemagglutinatie-
remmingsreactie. CHANOCK e.m. (1960) vonden, dat de complement­
bindingsreactie ongeveer even gevoelig was als de hemagglutinatie-
remmingsreactie voor het opsporen van infecties met Parainfluenzavirus 
type 3, maar veel minder gevoelig was voor het opsporen van infecties 
met type 1. Uit het onderzoek van SMEUR (1961) bleek, dat beide 
reacties ongeveer even gevoelig waren. Bij dit onderzoek werd echter 
geen Parainfluenzavirus geïsoleerd, zodat het niet mogelijk was vast te 
stellen met welk type virus de patiënt was geïnfecteerd. Het is moeilijk 
de uitkomsten van verschillende studies met elkaar te vergelijken, omdat 
de vorming van antistoffen van diverse factoren afhangt. Zo spelen bij­
voorbeeld de leeftijd van de patiënten, de ernst van de ziekte en even­
tuele vroegere infecties met Parainfluenzavirus een rol. Bovendien kun­
nen er verschillen optreden tengevolge van variaties in de methodiek van 
de serologische reacties. 
Verschillende patiënten met parainfluenzavirusinfectie ontwikkelden 
heterotypische antistoffen. Dit stemt overeen met de bevindingen van 
andere onderzoekers (zie blz. 14, Hoofdstuk I ) . Misschien reageerden 
patiënten sterker op zwakke antigene componenten dan caviae en ont­
wikkelden zij tengevolge hiervan al bij een eerste infectie met Para­
influenzavirus in een deel der gevallen heterotypische antistoffen. Het is 
ook mogelijk, dat er tijdens de ziekte van de patiënten meer virus werd 
gevormd dan tijdens infecties van caviae, die zonder ziekteverschijnselen 
verliepen, en dat als gevolg hiervan de antigene stimulans, ook die van 
zwakke antigene componenten, bij de mens sterker was. Het is echter 
ook denkbaar, dat de vorming van heterotypische antistoffen berustte op 
een voorafgaande infectie of infecties met één of meer typen para-
influenzavirussen en dat op grond hiervan een anamnestische reactie 
optrad en het spectrum van de antistoffen werd verbreed. In het alge­
meen waren de homologe antistoftiters van post-infectieuze sera van 
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mensen hoger dan die van caviae. Dit wijst op een krachtige antigene 
stimulans tijdens de infectie en (of) op een groot reactievermogen van 
de patiënten. Er zijn echter ook aanwijzingen, dat voorafgaande infecties 
met parainfluenzavirussen van betekenis zijn geweest. Bij 12 van de 18 
patiënten werden in het serum, dat tijdens de acute fase van de ziekte 
was afgenomen heterotypische antistoffen tegen één of meer para­
influenzavirussen gevonden. Bij 4 van hen werd een titerstijging van hete­
rotypische antistoffen waargenomen. De uitkomsten van een Amerikaans 
onderzoek (CHANOCK e.m. I960) wijzen er ook op, dat de vorming van 
heterotypische antistoffen op een anamnestische reactie kan berusten. 
Patiënten met parainfluenzavirusinfectie, bij wie aan het begin van de 
ziekte antistoffen tegen een heteroloog type waren gevonden, bleken 
vaker antistoffen tegen dit type te vormen dan patiënten, bij wie in het 
begin van de ziekte geen heterotypische antistoffen werden aangetoond. 
Het is onwaarschijnlijk, dat de vorming van antistoffen tegen verschil­
lende parainfluenzavirussen bij één patiënt berustte op een gelijktijdige 
infectie met twee typen parainfluenzavirussen. Bij géén der patiënten 
werd meer dan één type geïsoleerd. 

De resultaten van ons onderzoek wijzen op een mogelijke antigene ver­
wantschap tussen de verwekker van mononucleosis infectiosa en para­
influenzavirussen. Bij 8 van de 50 patiënten werd een significante titer­
stijging van hemagglutinatieremmende antistoffen tegen één of twee van 
de parainfluenzavirussen vastgesteld. Deze bevinding komt overeen met 
de uitkomsten van een Amerikaanse studie ( D E M E I O en WALKER 1958). 
De Amerikaanse onderzoekere hebben bij 13 van 110 lijders aan mono­
nucleosis infectiosa een titerstijging van hemagglutinatieremmende en 
neutraliserende antistoffen tegen Sendai-virus waargenomen. Het is 
mogelijk, dat de verwekker van mononucleosis mfectiosa tot de groep 
der parainfluenzavirussen behoort of een myxovirus is, dat hieraan ver­
want is. 



S A M E N V A T T I N G 

Er werd een onderzoek ingesteld naar antigene verwantschap van para-
influenzavirussen onderling en van virussen uit de parainfluenzagroep 
met bofvirus en de verwekker van mononucleosis infectiosa. 

Het onderzoek werd verricht bij caviae. De dieren werden intranasaal 
besmet met een kleine hoeveelheid virus en vervolgens onderzocht op de 
ontwikkeling van homotypische en hetero typische antistoffen. Voor het 
serologische onderzoek werd gebruik gemaakt van de complement-
bindings- en hemagglutinatieremmingsreactie. Sommige groepen caviae 
werden tweemaal met een tussenpoos van 31 dagen besmet met het­
zelfde virus: Parainfluenzavirus type 1 of type 3, Sendai-virus of bof­
virus. Andere groepen caviae werden tweemaal besmet met verschillende 
virussen: Parainfluenzavirus type 3 en Sendai-virus of omgekeerd, of 
Parainfluenzavirus type 3 en bofvirus of omgekeerd. Het interval tussen 
beide besmettingen bedroeg respectievelijk 93 en 50 dagen. 
Caviae, die voor de eerste maal waren besmet, vormden uitsluitend anti­
stoffen tegen het virus, dat voor de besmetting was gebruikt met uit­
zondering van één dier, dat met bofvirus was besmet en naast antistoffen 
tegen bofvirus antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 vormde. De 
primaire immunologische reactie was dus type-specifiek. Er werden wel 
kruisreacties in één richting gevonden tussen Sendai-virus en Para­
influenzavirus type 1. Dit pleit niet tegen de type-specificiteit van de 
primaire immunologische reactie, omdat beide virussen tot één type 
worden gerekend. 
Caviae, die voor de tweede maal met hetzelfde virus waren besmet, 
ontwikkelden niet alleen homotypische antistoffen, maar in een deel der 
gevallen ook heterotypische antistoffen. Kruisreacties tussen Para­
influenzavirus type 3 enerzijds en Sendai-virus of Parainfluenzavirus 
type 1 anderzijds werden vaker waargenomen dan die tussen Para­
influenzavirus type 1 of 3 en type 2. Na de tweede besmetting werden 
eerder antistoffen gevormd dan na de eerste besmetting. Dit gold zowel 
voor homotypische als voor heterotypische antistoffen. De titers van 
homotypische antistoffen liepen na de tweede besmetting op tot hogere 
waarden dan na de eerste besmetting. Het verloop van de antistoftiters 
bij caviae, die voor de tweede maal waren besmet, was dus kenmerkend 
voor een secundaire immunologische reactie. Uit het serologische reactie-
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patroon bij de secundaire immunologische reactie bleek opnieuw dat 
Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 immunologisch nauw verwant 
zijn. Enkele groepen caviae werden eerst intranasaal met virus besmet 
en 3 weken later opnieuw geïmmuniseerd met hetzelfde virus door 
middel van herhaalde intraperitoneale toediening van virus. Het onder­
zoek werd verricht met Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 3. Het 
bleek dat dieren, die op deze wijze waren geïmmuniseerd, in een groot 
aantal gevallen heterotypische antistoffen vormden. 
Caviae, die achtereenvolgens met Sendai-virus en Parainfluenzavirus 
type 3 waren besmet of omgekeerd, vormden na de tweede besmetting 
niet alleen homotypische antistoffen, maar in een groot deel der gevallen 
ook antistoffen tegen het virus, dat voor de eerste besmetting was ge­
bruikt. Deze reactie wordt anamnestische reactie genoemd. Er werden 
geen antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 gevormd. De anam­
nestische reactie ontwikkelde zich sneller dan de primaire immunolo­
gische reactie, maar langzamer dan de secundaire immunologische 
reactie. Caviae, die achtereenvolgens met bofvirus en Parainfluenzavirus 
type 3 waren besmet of omgekeerd, vormden na de tweede besmetting 
wel homotypische antistoffen, maar toonden geen anamnestische reactie. 
Daarentegen werden door een aantal van deze dieren wel heterotypische 
antistoffen tegen Parainfluenzavirus type 2 gevormd. Het onderzoek naar 
anamnestische reacties bevestigt de waarneming, dat Sendai-virus en 
Parainfluenzavirus type 1 immunologisch verwant zijn aan Para­
influenzavirus type 3. Verder wijst dit onderzoek erop, dat bofvirus ver­
want is aan Parainfluenzavirus type 2. Er werden geen aanwijzingen 
gevonden voor een antigene verwantschap tussen bofvirus en Para­
influenzavirus type 3. De kruisreacties tussen bofvirus en Parainfluenza­
virus type 2 berustten vermoedelijk niet op een anamnestische reactie 
van de gebruikte caviae tegen het aan type 2 verwante SVs-virus, dat 
van nature bij caviae kan voorkomen. Slechts bij 3 van 200 caviae, die 
voor de in dit proefschrift beschreven onderzoekingen waren gebruikt, 
werden in het bloed, dat voor de eerste besmetting was afgenomen, anti­
stoffen tegen SVs-virus aangetroffen. 

Er werd verder serologisch onderzoek op parainfluenzavirussen verricht 
bij 18 patiënten met een acute aandoening van de luchtwegen en (of) 
longen, bij wie Parainfluenzavirus uit de keel was geïsoleerd. Vijftien 
patiënten ontwikkelden homotypische antistoffen, 6 van hen bovendien 
heterotypische antistoffen. De complementbindingsreactie was vaker 
(13 van de 18 onderzochte gevallen) positief dan de hemagglutinatie-
remmingsreactie (7 van de 16 onderzochte gevallen). 

Tenslotte werd serologisch onderzoek op parainfluenzavirussen verricht 
bij 50 patiënten met mononucleosis infectiosa, bij wie een positieve 
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reactie van Paul-Bunnell was gevonden. Acht patiënten ontwikkelden 
antistoffen tegen één of twee parainfluenzavirussen. De antistoffen waren 
aantoonbaar met de hemagglutmatieremmingsreactie. Deze bevinding 
wijst op antigene verwantschap tussen de verwekker van mononucleosis 
infectiosa en parainfluenzavirussen. 



S U M M A R Y 

A study was made of the antigenic relationships between various para­
influenza viruses and also between viruses of the para-influenza group 
on the one hand and mumps virus and the agent of infectious mono­
nucleosis on the other. 

The investigation was carried out in guinea-pigs. The animals were in­
fected intranasally with a small quantity of virus and subsequently 
examined for the development of homotypical and heterotypical anti­
bodies. For the serological examination, the complement fixation and 
the haemagglutination inhibition tests were used. Certain groups of 
guinea-pigs were infected twice at an interval of 31 days with the same 
virus: para-influenza virus type 1 or type 3, Sendai virus or mumps 
virus. Other groups of guinea-pigs were infected twice with different 
viruses: first with para-influenza virus type 3 and then with Sendai virus 
or vice versa, or else initially with para-influenza virus type 3 and then 
with mumps virus or vice versa. The interval between the two infections 
amounted to 93 and 50 days, respectively. 
Guinea-pigs infected for the first time, produced only antibodies to the 
virus that had been used for the infection, with the exception of one 
animal which had been infected with mumps virus and which, in ad­
dition to antibodies for mumps virus, also produced antibodies to para­
influenza virus type 2. In other words, the primary immunological 
reaction was type-specific. Non-reciprocal cross reactions between Sendai 
virus and para-influenza virus type 1 were observed, but this does not 
constitute an argument against the type-specificity of the primary immu­
nological reaction, since the two viruses are considered to belong to a 
single type. 
Guinea-pigs infected for the second time with the same virus produced 
not only homotypical antibodies, but in some of the cases heterotypical 
antibodies as well. Cross-reactions between para-influenza virus type 3 
on the one hand and Sendai virus or para-influenza virus type 1 on the 
other were observed more often than those between para-influenza virus 
type 1 or 3 and type 2. Following the second infection, development of 
antibodies began earlier than after the first. This was true both of homo-
typical and heterotypical antibodies. The titres of homotypical antibodies 
attained higher values after the second infection than after the first. In 
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other words, the development of the antibody titres in guinea-pigs that 
had been infected for the second time showed the characteristic features 
of a secondary immunological reaction. The serological reaction pattern 
in the secondary immunological reaction once more showed that Sendai 
virus and para-influenza virus type 1 are closely relaed immunologically. 
A few groups of guinea-pigs were first infected intranasally with virus, 
and three weeks later they were again immunized with the same virus 
by means of repeated intraperitoneal administration of virus. The in­
vestigation was carried out with Sendai virus and with para-influenza 
virus type 3. It was found that in a large number of cases animals which 
had been immunized in this manner produced heterotypical antibodies. 

Guinea-pigs which had been infected successively with Sendai virus and 
with para-influenza virus type 3 or with the same viruses but in the 
reverse order, produced after the second infection not only homotypical 
antibodies, but in many cases also antibodies to the virus that had been 
used for the first infection. This reaction is called the anamnestic reaction. 
No antibodies to para-influenza virus type 2 were produced. The anam­
nestic reaction developed more rapidly than the primary immunological 
reaction, but more slowly than the secondary immunological reaction. 
Guinea-pigs which had been infected successively with mumps virus and 
with para-influenza virus type 3 or with these same viruses in the reverse 
order, did produce homotypical antibodies after the second infection, 
but they exhibited no anamnestic reaction. On the other hand, a number 
of these animals did produce heterotypical antibodies to para-influenza 
virus type 2. The study of the anamnestic reactions confirms the obser­
vation that Sendai virus and para-influenza virus type 1 are related 
immunologically to para-influenza virus type 3. The findings further 
suggest that mumps virus is related to para-influenza virus type 2. No 
evidence of an antigenic relationship between mumps virus and para­
influenza virus type 3 was obtained. The cross reactions between mumps 
virus and para-influenza virus type 2 are probably not due to an anam­
nestic reaction of the guinea-pigs to SV5 virus, which may be present 
naturally in guinea-pigs and which is related to type 2. In only 3 of 200 
guinea-pigs used for the investigations described in this thesis, were 
antibodies to SV5 virus detected in the blood samples taken prior to the 
first infection. 

Further, a serological examination for para-influenza viruses was carried 
out in 18 patients with acute respiratory disease, in whom para-influenza 
virus had been isolated from the throat. Fifteen patients produced homo-
typical antibodies, and 6 of them produced heterotypical antibodies as 
well. The complement fixation reaction was more often positive ( 13 
cases out of 18 examined) than the haemagglutination inhibition test 
(7 positive cases out of 16 examined). 
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Finally, a serological examination for para-influenza viruses was carried 
out in 50 patients with infectious mononucleosis, in whom a positive 
Paul-Bunnell test had been found. Eight patients produced antibodies 
against one or two para-influenza viruses. The antibodies were de­
monstrable with the haemagglutmation inhibition reaction. This finding 
suggests an antigenic relationship between the agent of infectious mono­
nucleosis and para-influenza viruses. 
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STELLINGEN 

I 
De verbreding van het antistofspectrum tengevolge van voorafgaande 
infecties met hetzelfde virus of een verwant virus vormt een beperking 
van de mogelijkheden van de serologische diagnostiek van virusinfecties. 

II 
Het verdient aanbeveling bij de bereiding van type-specifieke antisera 
gebruik te maken van virusstammen, die uitsluitend in continue cellijnen 
of celstammen zijn gekweekt. 

I I I 
Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 behoren tot één immunolo­
gisch type. 

IV 
Van de verbreding van het antistofspectrum bij secundaire of anam­
nestische reacties kan waarschijnlijk gebruik worden gemaakt bij de 
vaccinatie tegen virusziekten. 

(Smadel J. E., Am. J. Trop. Med. Hyg 12, 4, 639 (1963)). 

V 
Het is in individuele gevallen moeilijk zo niet onmogelijk alleen op grond 
van het histo-pathologische beeld cholangiolitische (primaire biliaire) 
hepatitis te onderscheiden van extra-hepatische afsluiting van de gal-

wegen. (Baggenstoss A. H. e.m., Am. J. Clin. Path. 42, 259 ( 1964) ). 

VI 
Studie van de functie en immunologische eigenschappen van nieren van 
pasgestorvenen kan een belangrijke bijdrage vormen voor de toepassing 
van niertransplantaties. 

(Hamburger J., voordracht — Nijmegen (1964)). 

VII 
Het is niet geoorloofd bij de bepaling van het plasma-minutenvolume 
van de nier de uitscheiding van para-amino-hippuurzuur bij zuigelingen 
van 0 tot 3 maanden zonder meer te vergelijken met de uitscheiding 
van deze stof bij volwassenen. 

(Calcagno P. L., Rubin M. J., J. of Chin. Invest. 42, 2, 1632 ( 1963) ). 





V i l i 

Echo-encephalografie kan een waardevol hulpmiddel zijn bij het vast­
stellen van verdringing in de voorste of middelste schedelgroeve. 

(M. De Vlieger, Ned. Tijdschr. Geneesk. 108, 1,5 (1964)). 

IX 

De scalenusspieren spelen een grotere rol bij de ademhaling dan in het 
algemeen wordt aangenomen. 

(Basmajian J. V., Muscles Alive 180. Williams & Wilkins — 
Baltimore (1962)). 

X 

Bij de behandeling met peritoneale dialyse van vergiftigingen met bar­
bituraten, verdient het overweging om albumine aan de spoelvloeistof 
toe te voegen. 

(Berman L. В., Vogelsang P., New. Eng. J. Med. 270, 2, 77 (1964)). 








