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??? Niet gaarne zou ik. bij het verschijnen van dit proefschrift, nalaten denamen te noemen van enkelen, aan wie ik bij mijn stadie veel ben ver\'schuldigd. En dan voel ik wel in de eerste plaats behoefte U dank te zeggen,hooggeleerde ALDERSHOFF. niet alleen voor Uw bereidwilligheid als mijnpromotor op te treden, maar evenzeer omdat Gij mij steeds met raad endaad hebt bijgestaan en mij, waar de drukke werkzaamheden in het RijksSerologisch Instituut het slechts toelieten, in de gelegenheid hebt gesteld,mijn. veelal tijdroovcnde onderzoekingen te verrichten. Hooggeleerde BOEKE. dat Gij mij. zoowel tijdens als na mijn studenten-tijd toegang hebt gegeven tot Uw woning, en mij daardoor in dc gelegen-heid hebt gesteld. Uw, zoo ruime opvatting van de studie dcr Biologiebeter te keren kennen, stemt mij tot dankbaarheid. Ik hoop dat ik ook indc toekomst op Uw steun cn raad zal mogen rekenen. Hooggeleerde FLU. toen ik na mijn terugkomst uit Indi?? een gelegenheidzocht mij in dc techniek der Bacteriologie te oefenen, hebt gij mij nietalleen in Uw

Instituut onderdak verschaft, doch bovendien Uw tijd op dcmeest tegemoetkomende wijze beschikbaar gesteld. Gij hebt door Uw voor-beeld dc liefde tot de microbiologie bij mij aangewakkerd. Hooggeleerde SCH?œFFNER. Gij waart het die mij het eerst leidinghebt gegeven bij dc zoo moeilijke onderzoekingen over Icptospirac. Gijwist iets van Uw groot enthousiasme op mij over tc dragen cn hebt daar-door den stoot gegeven, die mij tot een nauwkeuriger studie dcr Icptospiracdrong. Ik ben U daarvoor grooten dank verschuldigd.
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??? De in dit proefschrift beschreven onderzoekingen vindenhun aanleiding in een opdracht, welke ik eenigen tijd geledenontving. In verband met het bekend worden van verschil-lende gevallen der ziekte van Weil in ons land, waarvanenkele met doodelijken afloop, achtte de directeur van hetRijks Serologisch Instituut het wenschelijk een antiserum invoorraad te houden, temeer, omdat in het buitenland geblekenwas, dat van een dergelijk serum gunstige resultaten kondenworden verwacht. De moeilijkheden, welke ik in den beginnebij de cultuur van de leptospira icterohaemorrhagiae onder-vond, en de vele eigenaardigheden van dit belangwekkendemicro-organisme, prikkelden mij tot nadere onderzoekingen,waarvan eenige in de volgende bladzijden worden beschreven.
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??? HOOFDSTUK I INLEIDING TOT DE STUDIE DERLEPTOSPIROSEN Sedert de ontdekking van den veroorzaker der ziekte vanWeil zijn slechts een twaalftal jaren verloopen. In Duitsch-land toonden Uhlenhiith en Fromme (1) 1) in 1915 in het bloedvan hun pati??nten een micro-organisme aan, dat ze als spiro-chaet herkenden en betitelden met den naam van spirochaetaicterogenes. Onafhankelijk van hen namen ook H??hner enReiter (2) dit organisme waar, waarvoor zij den naam spiro-chaeta nodosa voorstelden. Het volgend jaar bleek, doormededeelingen in the Journal of experimental Medicine (3)en in het Korrespondenzblatt fur Schweizer Aerzte (4), datJapansche onderzoekers, Inada, Ido, Hoki, Kaneko en Itoreeds v????r de Duitschers in Japansche tijdschriften de spiro-chaet hadden beschreven. Zij noemden hem spirochaeta ictero-haemorrhagiae; deze naam heeft dus de oudste rechten. In1918 ried Nogiichi aan spirochaeta door leptospira te ver-vangen, de vele eigenaardigheden van dit micro-organismerechtvaardigden volgens hem de

onderbrenging in een afzonder-lijke groep. Hiertegen rezen zo??logische bezwaren, waaromSchaffner (5) kort geleden voorstelde, de genera Saprospira,Cristispira cn Spirochaeta te onderscheiden, en de laatste stamonder te verdeden in de subgenera Borrelia, Treponema enLeptospira. 1nbsp; Dc tusschen haakjes () gedrukte cijfers verwijzen naar dc geraadpleegdeliteratuur.



??? Ofschoon deze ontdekkingen, zooals gezegd, slechts enkelejaren oud zijn, bestaat over de leptospira icterohaemorrhagiaeen over de andere vertegenwoordigers uit dezelfde groep reedseen dusdanig uitgebreide literatuur â€” Margaretha Zuelzergeeft tot 1924 ongeveer 600 titels op van monografie??n enartikels, en is bovendien niet geheel volledig â€” dat het eenigemoeite kost een en ander te overzien. Deze groote belangstelling is ongetwijfeld voor een deelhet gevolg van het tijdstip waarop de verschillende ontdek-kingen vielen. Wij waren toen midden in den grooten oorlogen op vrijwel alle Europeesche fronten kwam de ziekte vanWeil voor. Nu kan ons dit niet meer verwonderen, omdatwe thans de rol kennen, die de, in de loopgraven alom tegen-woordige rat in de epidemiologie van de ziekte waarschijn-lijk speelt. Toen wist men dat echter niet, en het behoeft onsderhalve niet te verbazen, dat men op alle mogelijke wijzetrachtte het wezen van deze aandoening, die voor de gevechts-waarde van de legers een niet te onderschatten gevaar

dreigdete worden, beter te begrijpen en zoo in staat te zijn haar tebestrijden en te genezen. Maar voor een ander gedeelte mogen wij deze belangstellingtoch zeer zeker ook wel toeschrijven aan het buitengewoonaanlokkelijke dat de studie van deze eigenaardige micro-orga-nismen biedt. De onderzoekingen van de eerste jaren zijn, zooals in ver-band met den oorlogstoestand te verwachten was, voor eenbelangrijk gedeelte gericht op de praktijk. De schrijvers gevende middelen aan om tot een zekere diagnose te komen,hetzij door spirochaeten in bloed of urine aan te toonen,hetzij door in het bloed naar antistoffen te zoeken, trachtenimmuunsera te bereiden of bestudeeren de epidemiologie. Deplubicaties die het vraagstuk van een zuiver wetenschappelijkstandpunt bezien, zijn, vooral in de eerste jaren na 1915, be-langrijk in de minderheid. Bij de bestudeering van de literatuurvalt dit verschijnsel duidelijk op. Reeds in de allereerste mede-deeling van Uhlenhuth en Fromme (1) merken de schrijvers



??? op dat ze in staat zijn virulent caviabloed, door toevoegingvan reconvalescentenbloed of -serum, avirulent te maken. Naaraanleiding hiervan schrijven ze: â€žOb diese SchutzstofFe f??r dieBehandlung verwertbar sind, ist ab zu wartenquot;. Ook begonnnenze onmiddellijk dieren actief te immuniseeren. In hun tweedemededeeling (6) berichten ze, dat ze reconvalescentenserummet goed gevolg hebben ingespoten na de infectie, waaruitdus blijkt dat ook na dit tijdstip het serum zijn beschermendewerking kan ontvouwen, terwijl ze ook serum van actiefge??mmuniseerde dieren met succes hebben toegepast. De wijzevan toediening, doseering en tijdstip van behandehng wordenin een derde artikel (7) nader onder de oogen gezien. Zien wij dus dat Uhlenhuth en Fromme zich onmiddellijkbeijverden hun vondsten dienstbaar te maken aan de therapievan de ziekte, niet minder duidelijk blijkt dit streven uit demededeelingen van H??hner en Reiter, die er evenals Uhlen-huth. maar onafhankelijk van hem, in slaagden de ziekte vanden mensch op caviae over te

brengen, (2) en de bescher-mende werking van menschelijk reconvalescentenserum opreeds ge??nfecteerde caviae konden aantoonen (2) (8). Boven-dien maken zij enkele opmerkingen over de epidemiologieen denken evenals Hecker en Otto (9) (10) dat reeds eerderdeden, aan de mogelijkheid dat insecten de ziekte zoudenoverbrengen (11) Reiter en Ramme (12) zijn van meeningdat baden niets met de infectie heeft uit te staan. In dezelfdemededeeling komen kweekproeven ter sprake. Dit behoeftgeen verwondering te wekken, omdat reinculturen van spiro-chaeten bij actieve immunisatie van proefdieren veel nauw-keuriger zijn te doseeren, dan emulsies van organen of viru-lent bloed, zooals men tot nu toe noodgedwongen moest ge-bruiken. Zij kweekten de spirochaeten in verdund konijneserumop het voetspoor van Ungermann (13), wien dit het eersteschijnt te zijn gelukt. Terwijl nu Uhlenhuth en Fromme (14) hun immuniteits-proeven verder uitwerkten en uitbreidden, publiceerden deJapanners hun vondsten in Europecschc en Amerikaansche



??? tijdschriften. Inado, Ido, Kaneko. Hoki, Ito en Wani (4) deelenmede dat zij in vele organen van hun pati??nten een spiro-chaet hebben gevonden en dat zij er in geslaagd zijn een goedwerkend paardeserum te bereiden. Ook met geiten-immuun-serum bleken ze reeds succes te hebben verkregen. (3) Itoen Matsuzaki (5) beschrijven geslaagde kweekproeven, zoowelin vloeibare als vaste milieux. Ido. Hoki, Ito en Wani (16)toonen aan dat caviae actief ge??mmuniseerd kunnen wordenmet culturen of orgaanemulsies, waaraan Vs % carbol is toe-gevoegd. Deze vondst is voor Japan van groot belang, wantdaar komt de ziekte van Weil veelvuldig voor, is in sommigestreken vrijwel endemisch en vertoont een hooge lethaliteit.De wenschelijkheid van een actieve immunisatie in deze be-dreigde provinci??n dient dus zeker onder de oogen te wordengezien. Men heeft langen tijd in twijfel verkeerd of de Japan-sche spirochaeta gelijk mocht worden gesteld aan de Euro-peesche. Sobernheim (17) kon aantoonen dat de biologischeen serologische eigenschappen

van beide micro-organismenovereen kwamen. Het spreekt wel vanzelf, dat door al deze ontdekkingen,een ieders aandacht op de ziekte en den verwekker werdgeconcentreerd en dat een groot aantal onderzoekingen werdenverricht en gepubliceerd. Een belangrijk gedeelte hiervangeeft een beschrijving van de aan het ziekbed waar te nemenverschijnselen. Trenibur en Schallert (18) wijzen op de veelalvergroote lever en op de bij al hun gevallen â€” een twaalftal â€”waargenomen teekenen van nierprikkeling. Schott (19) vestigtde aandacht op het veelvuldig voorkomen van herpes. Goebel (20)nbsp;beschrijft twee gevallen van laboratorium infectie, waarhet virus door de niet gelaedeerde huid zou zijn gedrongen.Dit feit kon door de onderzoekingen van Coiirmont en Durand (21)nbsp;worden bevestigd. Stokes en Ryle (22) beschrijven in1916 een tiental door hen waargenomen gevallen. Reeds hetvolgend jaar konden zij er meer dan 100 verzamelen (23),alle voorgekomen in het Britsche leger in Vlaanderen. Renaux(24) beschrijft de gevallen in het

Belgische leger; later zet



??? hij dit voort in samenwerking met Wilmaers (25) (26). Hijvestigt bovendien de aandacht op de veranderingen die inhet bloedbeeld optreden, in den beginne leucocytose, in eenlater stadium van de ziekte een absolute leucopenie. Nauwkeurige klinische gegevens zijn in dezelfde jaren ver-strekt door Fransche onderzoekers. Cl?Šment en Fiessinger (27)vonden de leptospirae in het braaksel, Costa en Troisier (28)toonden de virulentie van het ruggemergsvocht aan, later ookvan de hersenen (29). Garnier en Gerber (30) wijzen op devermindering van de ureum uitscheiding. Brul?Š en Moreau (31)trachten de oorzaak van de icterus op het spoor te komen,terwijl Pagniez (32) een belangrijke vertraging in den stollings-tijd van het bloed meent te kunnen aantoonen, alsook eenvermindering van het aantal bloedplaatjes. Het zijn vooralde Duitschers geweest, die het vraagstuk van de pathologisch-anatomische zijde hebben beschouwd. {Herxheimer (33),Beitschke (34), Miller (35), Hart (36).) Voorts worden een groot aantal onderzoekingen gewijdaan het

opsporen van antistoffen in het lichaam van denzieken mensch {Garnier en Reillij (37). Costa en Troisier (38),Martin, Pettit en Vaiidrcmer (39) e.a.) en aan de mogelijk-heid reconvalescenten-serum {Fraenkel (40). Uhlenhuth (41),Heidenheim (42)) of immuunserum van verschillende dierenafkomstig {Uhlenhuth en Fromme (14), Martin en Pettit {^{3),Inada (44). en vele anderen) als therapeutica toe te passen. De kennis der epidemiologie van de ziekte van Weilbreidde zich belangrijk uit door de ontdekking der Japanners(45). dat de rat zeer vaak leptospirendrager was. Vele onder-zoekers konden hun onderzoekingen bevestigen. Nicolle enLcbaillij (46) wezen er op, dat voornamelijk de volwassenrat met leptospirae was besmet. Dit werd ook vastgestelddoor Kuenen en Sch??ffner (47) die bij hun onderzoekingenin Amsterdam vonden dat van de volwassen mus decumanus\'IS o/o leptospirendrager was, terwijl de jonge ratten ze slechtsin een gering percentage herbergden.



??? Zoo zien we dat in de eerste jaren na de ontdekking vande leptospira icterohaemorrhagiae een groot aantal onder-zoekingen zijn verricht en gepubliceerd, veel meer dan ikhier heb aangehaald. In de volgende jaren gaat deze stroomvan pubhcaties door. Reeds spoedig wordt het onderzoekings-terrein uitgebreid, want in 1918 deelen/c/o,/to en Wani (48)mede dat volgens hun opvattingen ook de Japansche zeven-daagsche koorts of Nanukayami door een leptospira wordtveroorzaakt. Dan begint Noguchi in 1919 zijn reeks publi-caties over de leptospira icteroides, als veroorzaker van degele koorts. Deze serie artikelen van Noguchi is zeer lezens-waard en kan als voorbeeld dienen hoe een probleem grondigaan te vatten. Allereerst beschrijft hij (49) symptomatologieen pathologische anatomie van een gele koorts epidemie,welke heerschte in Guayaquil in Ecuador. Teneinde het agenste leeren kennen, spuit hij bloed van pati??nten in bij velevogels en zoogdieren, die daarop echter geen van alle rea-geerden. Alleen de caviae maken hierop een

uitzondering (50).Sommige krijgen symptomen die gelijkenis vertoonen metdie van gele koorts bij den mensch. In hun bloed, lever ennieren vond Noguchi een leptospira. die hij kweeken konop een halfvaste voedingsbodem en die, opnieuw bij caviaeingespoten, dezelfde verschijnselen gaf. Niet alle dieren stervenaan de besmetting, sommige worden slechts licht ziek. maarzijn daarna wel immuun (51). zooals blijkt uit infectie meteen zeker doodelijke dosis infectieuse orgaan emulsie, 25 dagenlater (52). Daarna mengt Noguchi reconvalescentenserum enleptospira cultuur, doet hiermede de proef van Pfeiffer enziet dat deze in 83 % van de gevallen positief is (53). Ineen volgend artikel (54) komen kweekproeven ter sprake;Noguchi gelooft dat een niet te groote hoeveelheid zuurstofvoor den groei noodzakelijk is. Ook meent hij dat dezeleptospira icteroides, zooals hij hem heeft gedoopt, wat kleineris dan de leptospira icterohaemorrhagiae. Hij toont ook deleptospira direct onder het microscoop in pati??ntenbloed aan(3 van 27 gevallen) (55). Caviabloed is na

72 uur altijd



??? infectieus. Eigenaardig is nu Noguchfs mededeeling (56) datper 100 wilde ratten uit Guayaquil 67 een leptospira her-bergden, die evenwel geen leptospira icteroides was, dochidentiek scheen te zijn met de leptospira icterohaemorrhagiae.Agglutinatie en lysis, zoowel als kruisimmuniteitsproevenwezen uit dat de leptospira icteroides geheel andere eigen-schappen had, terwijl icterohaemorrhagiae-stammen een grooteovereenkomst, zoo al niet identiciteit met deze door Noguchigevonden stam bij ratten schenen te vertoonen. Het behoeftniet te verwonderen dat Noguchi ook infectieproeven deedmet stegomia fasciata (aedes egypti) (57), omdat, sedert Finlaywel niemand meer twijfelt aan de rol van deze mug in deepidemiologie. Het bleek voor stegomia niet gemakkelijk tezijn zich te infecteeren op menschen of caviae. Wel geluktehet soms, en dan konden de muggen ook een enkele maalcaviae besmetten ; overtuigend zijn deze proeven echter niet.In een volgende reeks (58) breidde Noguchi zijn immuni-seeringsproeven uit. Het bleek hem nu dat de

immuniteittoch niet een zuiver specifieke was. Tegen leptospira icteroidesge??mmuniseerde dieren bleken tegenover icterohaemorrhagiainfectie iet of wat anders te reageeren dan de controles:het incubatietijdperk was wat langer en het ziekteverloopsoms wat lichter. Andersom viel hetzelfde vast te stellen.Actieve immunisatie met doode culturen gaf, ongeveer 14dagen na de laatste inspuiting, volledige bescherming (59).Passieve immunisatie beschutte slcchts enkele dagen. Homo-loog immuunseriim van een paard bleek in staat te zijn be-smette caviae nog te beschermen, als de icterus korter dan 24 uur bestond (60). Salvarsan bleek geen genezende werking te hebben, of-schoon het in vitro wel eenigen invloed op de leptospirae uitoefende (61). Hoe volledig deze proeven nu ook schenen tc zijn, toch ishet gele koorts vraagstuk nog lang niet opgelost, cn is ookmet name de verhouding tusschen de leptospira icteroides cnde leptospira icterohacmorrhagiac niet duidelijk. Ik hoop op



??? een en ander in een volgend hoofdstuk nog terug te komen. In 1922 wordt het leptospiren vraagstuk nog ingewikkelderals Uhlenhuth en Zuelzer (62) mededeeling doen van lepto-spirae die ze gevonden hebben in rivieren en kanalen, maarook in weinig gebruikte waterleiding kranen, die dus blijk-baar saprophytisch leven, maar morphologisch niet van depathogene zijn te onderkennen. Doch niet alleen tot de genoemde ziekten bleven de lepto-spiravondsten beperkt. Sch??ffner (63) zag in 1918 een lepto-spira bij zwartwaterkoorts. Blanchard en Lefrou (64) en VanHoof (65) deden gelijksoortige waarnemingen, ook Noc enEsquier (66) beschrijven leptospirae door hen gevonden in delever van een aan zwartwaterkoorts overleden pati??nt in Dakar.In 1922 publiceert Vervoort (67) zijn spirochaeten-vondstenin Sumatra bij acute koortsige ziekten. Ook deze spirochaetenzijn van het leptospiratype en de vraag rijst onmiddellijkin hoeverre leptospirae verantwoordelijk mogen worden gesteldvoor de vele kortdurende koortsen die in de Tropen voor-komen. Van

de Velde (68) gaat dan zoeken in bloeduitstrijkenvan zijn koortsende pati??nten en vindt in een serie van 360personen 23 maal spirochaeten. Daarna slaagt hij (69) er incaviae te besmetten, die een typisch IVeiV-ziekte- en sectie-beeld vertoonen, ook aan Baermann (70) gelukt dit. Kouwenaar(71) kon in de urine van 19 icterusgevallen 15 maal en van45 koortsgevallen 28 maal leptospirae aantoonen. Tenslotte moet ik nog melding maken van een mededee-ling van Prausnitz en Lubinski (72) die bij een overigensonschuldige epidemie van acute kortdurende koortsaanvallen,met op Weil gelijkende symptonen, doch zonder ictcrus, ?Š?Šn-maal een leptospira konden isoleeren, maar niet konden voort-kweeken. Het spreekt wel vanzelf dat men bij vele andere ziektendeze spirochaeten heeft meenen te vinden, zoowel bij ziekten



??? van den mensch (maligne tumoren, multiple sclerose) als bijdierziekten (paardenanaemie. Stuttgarter Hundeseuche, e.a.)Deze vondsten staan echter geenszins vast. maar zijn integen-deel veelal reeds voldoende weerlegd. Ik zal ze dus hier buitenbespreking laten. Wanneer ik nu den stand van onze kennis in enkele woordensamenvat, dan zou ik dit op de volgende wijze willen doen. Vast staat dat de ziekte van Weil, de Japansche zeven-daagsche koorts of Nanukayami en sommige acute koortsigeziekten in de Tropen door leptospirae worden veroorzaakt.Het is bovendien zeker dat leptospirae voorkomen in leiding-en grachtwater en uitgescheiden kunnen worden door rattenmet hun urine. Zeer waarschijnlijk worden sommige gevallen van zwart-waterkoorts door een leptospira veroorzaakt. Mogelijk speelt bijde gele koorts ook een leptospira een rol. zoo niet de hoofdrol. Hoe nu de onderlinge verhouding van deze verschillendeleptospirae is. in welk verband ze tot elkander staan, of zegeheel verschillende stammen vertegenwoordigen of in

elkanderkunnen overgaan, zijn vragen, die ik in het volgende hoofd-stuk ter sprake zal brengen.



??? HOOFDSTUK II DE LEPTOSPIRAE IN ONDERLINGEVERGELIJKING Is het mogehjk de verschillende leptospirae van elkanderte onderscheiden? Met andere woorden, kennen wij verschillenin morphologische, biologische of serologische eigenschappentusschen de tot nu toe beschreven leptospirae en zoo ja, zijndeze verschillen groot en standvastig genoeg om ons in staatte stellen er een betrouwbare differentieel diagnose op tebouwen, of moeten we aannemen dat zij alle in elkanderkunnen overgaan en dus ook de verschilpunten slechts gra-dueel en niet constant zullen zijn? Uit het volgende overzichtzal blijken, dat onze kennis uiterst onvolledig is cn dat wijnog ver van een helder inzicht verwijderd zijn. Voor een vergelijkend onderzoek zijn natuurlijk slechts diestammen ter beschikking, van welke het gelukt is reinculturenaan te leggen en aan te houden. Dit zijn leptospira icterohae-morrhagiae, 1. hebdomadis, 1. icteroides, de leptospira ge-kweekt uit bloed of urine van koortsende patienten in Sumatraen Java, de rattenleptospirae, de spirochaeta

pseudo-icterogenesvan Uhlenhuth cn Zuclzer. Morphologie. Slcchts dan is het mogelijk micro-organismennaar hun vorm te vergelijken, wanneer ze even oud zijn, opdenzelfden voedingsbodem en bij dezelfde temperatuur zijngekweekt. Zeer sterk geldt dit voor de leptospirae. Het is



??? een bekend feit, dat de lengte van deze organismen inhooge mate afhankeHjk is van het milieu, waarin ze groeien.De leptospira icterohaemorrhagiae, die in caviaserum cultuur,volgens metingen van Zuelzer (73) een gemiddelde lengtebereikt van 8 tot 12 /.i., is iets langer in konijneserum enveel langer, zelfs tot 85 /Â?., wanneer hij gekweekt wordt inverdund ezelserum. Ik heb zelf bij kweekproeven kunnenvaststellen, dat in verdund schapeserum vaak een uiterstsnelle groei optreedt â€” na 3 tot 4 dagen incubeeren bij30Â° is het aantal per gezichtsveld bij 200voudige vergrootingten eenenmale niet meer te schatten â€” terwijl de individuenkort blijven, gemiddeld ongeveer 10 /t. Men kan niet ont-komen aan den indruk, dat de jonge individuen zich deelenvoordat ze volwassen zijn. In den regel was een dergelijkeâ€žvervroegdequot; deeling een voorteeken, dat de cultuur aan hetafsterven was. Sch??ffner (5) heeft er onlangs op gewezen datook de waterstofionenconcentratie van den voedingsbodemgrooten invloed op de lengte kan hebben. Het beste

zouvolgens hem zijn, leptospirae direct uit de peritoneaalholtevan proefdieren te onderzoeken, waarin ze altijd zeer regel-quot;latig groeien. Ik wil er in dit verband de aandacht op vestigen,dat het mij is opgevallen dat sommige Weilstammcn toch eenandere gemiddelde lengte schijnen te hebben dan andere.Een van de stammen die reeds enkele jaren in cultuur is,afkomstig van een Hollandsche pati??nt, is steeds wat langerdan andere stammen, waarmede hij tegelijk en op denzclfdenvoedingsbodem wordt overge??nt. Na dierpassage is hij ietskorter, maar krijgt al spoedig zijn grootere lengte terug. Inhoeverre dit verschijnsel een raseigenschap is, of wellichtwijst op achteruitgang in vitaliteit, waag ik niet te beoor-deelen. Men dient er intusschen rekening mede te houden.Mochtar (74) zag verschillen in twee cultuurbuizen, uit een-zelfde stam ge??nt en onder geheel gelijke omstandighedengekweekt: in de eene buis korte cn zeer beweeglijke exem-plaren. in de andere lange en rustige. Noguchi (75) is vanmeening, dat de leptospira icteroides kleiner is dan de

lepto-



??? spira icterohaemorrhagiae en deze weer kleiner dan de lepto-spira hebdomadis: als gemiddelde maten geeft hij op 4â€”14 /i,8â€”24 fj, en 10â€”30 fi. Andere onderzoekers kunnen dit echter niet bevestigen. Hetis wel zeker dat deze verschillen, zoo zij al bestaan, toch nietzoo belangrijk en constant zijn, dat ze met eenige zekerheideen behoorlijke grondslag voor een microscopische diagnosezouden kunnen bieden. Ook de verschillende rattenstammenvertoonen ten opzichte van de andere, reeds beschreven stam-men, geen duidelijke lengteafwijking. Van Thiel (76) gelooft, datde gemiddelde lengte van zijn ratspirochaet gekweekt in eengewijzigde Vervoort\'s voedingsbodem, waarvan in een volgendhoofdstuk de juiste samenstelling ter sprake zal komen, zekergrooter is dan die van een saprophytische waterspirochaet inzijn verzameling. In hetzelfde artikel wijst hij er op, en ookop Sch??ffner\'s fotos is dat te zien, dat de primaire windingenvan deze reeds genoemde waterspirochaet wat vlakker zijnen verder uit elkander liggen, dus meer gerekt schijnen

enook gemakkelijker geteld kunnen worden, dan die van deM^eiV-stammen. Hiermede roeren we een ander morphologischkenmerk aan. Of dit ons echter tot het doel kan voeren, meenik te mogen betwijfelen. Want de steilheid van de windingenis buitengewoon wisselend, zelfs in een en dezelfde cultuurkan dit het geval zijn. Ik behoef hiervoor slechts te verwijzennaar de foto van een Sumatra stam uit het aangehaalde artikelvan Sch??ffner, de onderlinge verschillen springen hier wel zeerduidelijk in het oog. Zuelzer en Oha (77) wijzen op verschillen tusschen lepto-spira icterohaemorrhagiae en leptospira hebdomadis: de laatstezou sterker lichtbrekend zijn, dikker en losser gewonden dande eerste. Dat wij aan deze kenmerken ook niet veel zullenhebben, blijkt uit de noodzakelijkheid, waarin zij verkeerende pseudospirochaeten ook weer in verschillende typen teonderscheiden, waarvan ?Š?Šn pseudo-hebdomadistype. In welkeopzichten verschilt deze morphologisch van de echte heb-domadis?



??? Biologie. Ik zal in dit gedeelte mogelijke verschilpunten ingedrag bij kweeking in enkele voedingsbodems en tegenovereenige chemische, of physische agentia ter sprake brengen.In hoeverre is het mogelijk de leptospirae te onderscheidenin verband met de voedingsbodems waarop ze in staat zijnte groeien? Ook hier zijn tot nu toe alleen enkele verschillenopgemerkt tusschen de Wei7-leptospira eenerzijds en de water-leptospira anderzijds. De laatste is veel minder kieskeurig,hetgeen te verwachten was in verband met zijn natuurlijkevoedingsbodem, dan de eerste, en groeit soms welig in milieuxdie voor de eerste minder geschikt zijn. Vooral blijkt ditduidelijk als we keukenzout gaan toevoegen. Het gelukt volgensUhlenhuth en Zuelzer (78) niet de leptospira icterohaemorr-hagiae te kweeken in welken voedingsbodem dan ook, alsde keukenzoutconcentratie tot 0.95% wordt opgevoerd; dewaterspirochaet past zich daarentegen gemakkelijk aan eendergelijke verhouding aan. Ook schijnt de hardheid van hetwater, waarmede het konijneserum wordt

verdund, van invloedte zijn op den groei van de V\\/ej7-leptospira. Van Thiel (76) heeftgroeiverschillen kunnen waarnemen tusschen waterleptospiraen radeptospira bij kweeking op Noguclns halfvloeibarenvoedingsbodem (agar-serum-haemoglobine). De rat-leptospiragroeit hierop na ongeveer een weck bebroeden uitermatedicht, de waterspirochaet in het geheel niet. Hier krijgen wcdus den indruk dat de laatste toch ook niet zoo licht in zijneischen is. Zuelzer deelt in Prowazeks handboek mede dat druiven-,melk- en rietsuiker ook in zwakke oplossing, schadelijk werkenop den groei van leptospira icterohaemorrhagiae. Ik heb zelf4 Weil-stammcn gedurende vrij langen tijd, ongeveer 6 maandenen iedere week overcntcn, gekweekt in het gewijzigd milieuvan Vervoort, waaraan respectievelijk waren toegevoegdglucose, lactose cn maltose, in een zoodanige hoeveelheid datde eindconcentratie van deze stoffen 1 % bedroeg. Ik hebhiervan in het geheel geen invloed gezien: groeisnclheid,vorm, grootte cn beweging waren geheel gelijk aan die van



??? de contr?´les. Noguchi (79) geeft op dat koolhydraten geeninvloed uitoefenen op den groei van leptospira icterohae-morrhagiae. Ik heb ook nog proeven genomen over den invloed vannutrose in een hoeveelheid van 1 % aan de culturen toege-voegd. 3 van 4 stammen groeiden hierin beter dan in decontrole-culturen. Toch geloof ik dat dit verschijnsel van weinigbelang is, want het gebeurde een enkele maal dat de ver-schillen ten gunste van de nutrose verdwenen waren en latersoms wel, soms niet meer voor den dag kwamen. Kort geleden is een proevenreeks gepubliceerd van Sardjitoen Postmus (80). Deze onderzoekers vergeleken de cultureeleeigenschappen van verschillende leptospirae, en wel; 1 gelekoortsstam, 2 Wei/stammen (1 Hollandsche en 1 Indische),1 stam Vervoort, en 4 ratstammen (1 Hollandsche. 2 Indischeen 1 Amerikaansche). Al deze stammen werden gekweekt??p Vervoort\'s voedingsbodem, waaraan verschillende suikerswerden toegevoegd, tot een eindconcentratie van ongeveer1 Deze suikers waren : glucose, lactose,

manniet, maltose,saccharose, dulciet, mannose, sorbiet, levulose, arabinose, xylose,isodulciet en inuline. Uit hun proeven is gebleken dat hunrat-. Weil-, en Vert^oorfstammen op de suikers gelijk en goedgroeiden. De gele koortsstam doet dit evenzeer, doch met?Š?Šn uitzondering. In 1 % levulose groeit hij niet en gaat tegronde. Maar ook op de andere leptospirae heeft dc levuloseeenige, zij het geringe, remmende invloed. Zeer eigenaardigis het dat deze zelfde gele koorts stam, evenals de andere,goed groeit als de levulose niet toegevoegd is aan Vervoort\'svloeibaar medium, maar aan Noguchi\'s halfvaste serum-ngar.De schrijvers hebben bovendien waargenomen dat 1 % ara-binose of inuline een gunstigen invloed uitoefent op den groeivan alle leptospirae, die van de gele koorts inbegrepen. Hier zien we dus een cultureel verschil tusschen de lepto-spira icteroides en de andere onderzochte stammen. Mochtendeze proeven worden bevestigd, dan zou dit inderdaad eenstap dichter kunnen blijken tc zijn bij de oplossing van het



??? vraagstuk welke verhouding er bestaat tusschen leptospiraicterohaemorrhagiae en leptospira icteroides. Shiga (81) sloeg een andere weg in. teneinde nadere ver-schilpunten tusschen eenige waterstammen en Wei/stammenvast te stellen. Op het voetspoor van Beger (82) ging hij deoligodynamische werking na van metalen op culturen vanzijn leptospirae. Hij vond dat toevoeging van gepoederd koper,lood. ijzer of kwikzilver in den beginne in het geheel geeninvloed op den groei der waterleptospirae uitoefende. Pasna l?¤ngeren tijd â€” 1 week voor kwikzilver, 3 weken voorkoper en ijzer â€” ondervonden zij den schadelijken invloed,en gingen te gronde. Zijn Wei/stammen daarentegen ver-droegen geen dezer metalen, en waren na enkele dagen geheeluit het gezichtsveld verdwenen. Ook tegenover ultraviolettestralen bleek de waterspirochaet veel resistenter te zijn, dandie van Weil. Evenals Uhlenhuth en Zuelzer vond hij hetaanpassingsvermogen ten opzichte van keukenzout voor dewaterspirochaet grooter dan voor de Wei/stammen; de

grenzen\'iggen volgens zijn onderzoekingen bij 1.2% en 0.85%. Serologie. Wc zullen achtereenvolgens bespreken aggluti-natie en lysis in vitro, lysis in vivo, dus de proef van Pfeiffer.om tenslotte nog enkele woorden te wijden aan complement-bindingsreacties. Dat bloed van herstellende en herstelde Wei7-paticnteneen beschermende cn genezende werking kan ontvouwen, is,zooals we in het vorige hoofdstuk zagen, sinds langen tijdbekend. Het lag dus voor de hand na te gaan welken invloeddit bloed of serum op culturen van leptospira icterohae-morrhagiae uitoefende. Haendel. Ungermann en Jaenisch (83)stellen al spoedig de lytische werking van deze sera vast.Uhlenhuth en Fromme (14), Corrales (84), Melanidi (85) cnanderen toonden een agglutinatorisch vermogen aan. Spoedigbleek ook dat de sera van actief tegen Weilsche ziekte ge-\'mmuniseerde dieren, zoowel wat betreft lysis als agglutinatiegrooten invloed hadden op leptospirenculturen {Uhlenhuth



??? cn Fromme (14)). Evenzoo bleek dat sera van herstelde lijdersaan Nanukayami immuunstoffen met agglutinatorische enlytische werking tegen leptospira hebdomadis bevatten {Ido,Ito en Wani (48)). Doch tevens werd duidelijk, en dat isvan belang, dat deze sera geheel zonder uitwerking warenop culturen van leptospira icterohaemorrhagiae. ook al warendeze stammen afkomstig van Japansche U^eÂ?7-pati??nten. OokOba, Katayami en Sumi (86) vonden dat icterohaemorrhagiaeen hebdomadis culturen alleen geagglutineerd werden doorhomogeen antiserum, zonder eenige medeagglutinatie van deandere stam. Beger (87) was in de gelegenheid serum vaneen lijder aan Nanukayami, die in het laboratorium was ge-infecteerd, te onderzoeken. Ook hij kon geen werkmg opicterohaemorrhagiae stammen vast stellen. Eindelijk moet ik nog vermelden de onderzoekingen vanKoshina, Shiozawa en Kitayama (88). Hun bleek dat inJapan, behalve Nanukayami nog een andere acute koortsigeziekte voorkomt, voornamelijk in den herfst. Dit is de zoo-

genaamde Ahjami waarvan zij een epidemie hebben onder-zocht. Deze aandoening wordt ook door een leptospira ver-oorzaakt. Zij konden evenwel twee stammen aantoonen, dieserologisch niet geheel gelijk waren, ?Š?Šn ervan dekte de lep-tospira hebdomadis volkomen, de andere vertoonde enkeleafwijkingen. Beide ondergingen in het geheel geen invloedvan anti-icterohaemorrhagiaeserum. Hoewel dus deze onder-zoekingen het hebdomadis vraagstuk niet eenvoudiger maken,wijzen ze er toch wel op dat de hebdomadis groep een af-zonderlijke plaats inneemt ten opzichte van de icterohaemorr-hagiae groep. Trouwens ook Mochtar (74) komt in zijn proef-schrift, op grond van zijn onderzoekingen met Weil-, gelekoorts-, Sumatra-, rat- en waterstammen, ten opzichte vanhebdomadisstammen tot dezelfde gevolgtrekking. Wel heefthij in zijn proeven een enkele maal een zeer lichte mede-agglutinatie gezien, overigens alleen in de geringe verdun-ningen, doch hij meent dit verschijnsel, mijns inziens terecht,te mogen verwaarloozen.



??? Welke is nu de verhouding tusschen Noguchi\'s gele koortsverwekker, de leptospira icteroides eenerzijds. en de leptospiraicterohaemorrhagiae en hebdomadis anderzijds? Ten opzichtevan de laatste zijn, voor zoover ik heb kunnen nagaan slechtsweinig proeven, althans in vitro genomen. Battistini (89) namwaar dat lept. hebdomadis niet degenereerde of agglutineerde inanti-icteroides-serum. Evenmin scheen anti-hebdomadis-serumeenigen invloed te hebben op icteroides culturen. Ook Mochtarkon in zijn proefschrift geen invloed aantoonen van anti-hebdo-madis-serum op gele koorts culturen of andersom. Deze tweegroepen schijnen dus serologisch wel ver van elkaar te staan. Het is zeer lastig, tot nu toe onmogelijk, de verhoudingtusschen 1. icteroides en 1. icterohaemorrhagiae te bepalen.Noguchi (58) zelf nam zoo goed als geen agglutinatie waar,wanneer hij icterohaemorrhagiae stammen bij anti-icteroides-serum bracht. Ook andersom stelde hij hetzelfde verschijnselvast, namelijk zeer zwakke agglutinatie van icteroides stammeninanti-

icterohaemorrhagiae-serum, daar tegenover sterkeaggluti-natie in anti-icteroides-serum. Tot geheel andere gevolgtrekkingen komen Sch??ffner (90)en Mochtar (proefschrift). Samenbrenging van gele koorts-en MA????\'/stammcn met anti-gele koorts-serum of an??-Weil-serum, gaf steeds verschijnselen van lysis, zoowel wanneereen homologe menging, dus stam met homoloog antiscrum,als wanneer een heterologe menging, dus stam met heteroloogantiserum had plaats gevonden. Dc lysis trad tot in hoogeverdunningen op: 1:25000 tot 1 :50000, cn verschillen kondenin het geheel niet worden vastgesteld. Zij komen dus tot hetbesluit dat het op deze wijze niet mogelijk is deze twee groepenvan elkander tc onderscheiden. Agglutinatie- cn lysisprocven zijn ook genomen door WalchCn Socsilo (91). Uit hun onderzoekingen blijkt, volgens hen-zelf, niet duidelijk, dat de door hen gebruikte icteroides-stam,die dezelfde was waarmede Sch??ffner had gewerkt, niet eenafzonderlijke groep voorstelde, al vertoonde het hieruit be-reide anti-serum wel een zekere

afliniteit tot typische Weil-



??? stammen. Bovendien vonden ze dat eenige in Batavia uit rattenge??soleerde stammen, en een uit een lijder aan Weilscheziekte aldaar ge??soleerde stam, een geheel afzonderlijke groepschenen te vormen, verschillend zoowel ten opzichte van echteicterohaemorrhagiae en gele koorts, als ten opzichte vanenkele Delische stammen. Op welke plaats staan nu, serologisch beschouwd, de ver-schillende uit ratten ge??soleerde stammen? Allereerst valt opte merken dat de Hollandsche ratstammen niet alle gelijk zijn.Sch??ffner (5) vond dat de ratstam Ht. door alle anti-WetV-en anti-gele koorts-sera zeer sterk werd be??nvloed, even sterkals homologe stammen, terwijl anti-sera tegen enkele anderein Holland ge??soleerde ratstammen, nl. F. en K. geen werkingontvouwden. Deze 2 stammen werden op hun beurt wederin het geheel niet be??nvloed door anti-Weil en anti-gelekoorts-serum. Een van deze twee stammen, nl. F. werdechter, volgens de onderzoekingen van Walch en Soesilowel opgelost door een polyvalent anti-Wer??-serum en blijkthier dus

wel dichtbij te staan. Een uit een Baltimoreescherat gekweekte stam werd door Hollandsche Weil-sera weerwel be??nvloed, niet door een anti-F-serum. Uit ?Š?Šn en andervolgt dus duidelijk dat lang niet alle ratstammen zich gelijkgedragen, en we hieronder vele afwijkingen en nuances zullenaantreffen. Hetzelfde is het geval met de in Indi?? uit koort-sende pati??nten ge??soleerde leptospirae. De stammen van Wr-voort. die van Baermann of de Bataviaansche vertoonenduidelijk groote of kleine verschillen zoowel onderling als tenopzichte van echte Weil- of ratstammen. De leptospira pseudo-icterogenes tenslotte, zooals die onderandere door SchUffner uit de Amsterdamsche, door Van Thieluit de Leidsche waterleiding is ge??soleerd, schijnt een zelf-standige groep te vormen, ook met onderlinge verschillen,doch voor den mensch niet pathogeen. Of hij echter patho-geen te maken is, blijft voorloopig een vraag die nader onderde oogen zal moeten worden gezien. Er zijn enkele recente



??? onderzoekingen, welke hierop schijnen te wijzen. Ik hoop diestraks nog nader te bespreken. Proef van Pfeiffer. Naast de lysis in vitro werd al spoedigde lysis in vivo, dus de proef van Pfeiffer te hulp geroepenom een differentieel diagnose mogelijk te maken tusschen deleptospira icteroides en de leptospira icterohaemorrhagiae.Noguchi (58) meent dat wel degelijk verschillen zijn waar tenemen tusschen deze twee groepen. Volgens hem is dezereactie zoo goed als specifiek. In tegenspraak hiermede zijnde onderzoekingen van Theiller en Sellards (92) en vanSellards (93). Sellards wijst er op dat de reactie van Pfeifferhet voordeel biedt dat de proefdieren later vervolgd kunnenworden en hun gezondheidstoestand kan worden gecontroleerd,waarmede het subjectieve element in de beoordeeling vande reactie geheel wegvalt. Hij stelt als eisch dat de reactieslechts dan positief mag worden verklaard als de dieren blijvenleven. Op deze wijze beschouwd gelukte het hem niet, duidelijkeverschillen in reactie tusschen de gele koorts leptospira endc

WciMeptospira aan te toonen. Bij gelegenheid van eengele koorts epidemie in Parnhyba, welke overigens onmid-dellijk weck na het nemen van doeltreffende anti-muskietenmaatregelen, was hij in de gelegenheid sera van 11 recon-valescenten te onderzoeken, zoowel ten opzichte van een icte-roides- als van een ictcrohaemorrhagiaestam. Alle Pfeifferschereacties waren negatief en alle dieren gingen dood. Hij isdus van meening dat deze reactie in het geheel niet in staatis hulp te bieden bij dc differentieel diagnose tusschen debeide micro-organismen. Ook Puntoni (94) kreeg resultatenwaaruit niets viel op te maken. Mochtar beschrijft in zijnproefschrift evenzoo enkele proeven volgens Pfeiffer. Hij heeftslechts een gering aantal proeven genomen, omdat hem bleekdat het serologisch onderzoek in vitro betrouwbaarder wasen meer waardevolle resultaten gaf. Uit dc verkregen resul-taten concludeert hij dat een WeiUsiam uit Rotterdam over-eenkomt met dc gebruikte gele koortsstam, maar dat een



??? stam, afkomstig van een koortsende pati??nt in Sumatra ervanverschilde. Uit zijn onderzoekingen blijkt verder nog. dat.zoowel de icteroidesstam als de icterohaemorrhagiaestam totin dezelfde verdunningen van de antisera werden be??nvloed,dat dus de titer van de sera ten opzichte van beide stammengelijk was. Dit is van belang in verband met de opvattingenvan NoguQhl die er juist den nadruk op legt. dat de ver-schillen tusschen gele koorts- en Vl/efMeptospirae quantitatiefzijn, op een meer of minder berusten, waarmede Mochtarservaringen en die van anderen, in strijd zijn. Kaneko en Morihana (94). benevens Ido, Ito en WanÂ? (95)hebben met behulp van de proef van Pfeiffer de leptospira hebdomadis met de leptospira icterohaemorrhagiae vergeleken. Zij besluiten dat de eerste zich ook ten opzichte van de proefvan Pfeiffer geheel anders gedraagt als de laatste. Anti-heb-domadis-sera gaven steeds een negatieve proef van Pfeiffermet icterohaemorrhagiaestammen. steeds een positieve methebdomadis stammen. Complementbindingsreactie.

Hierover kan ik kort zijn. Erzijn slechts weinige onderzoekingen naaide aanwezigheid van complementbindende stoffen ingesteld. Haendel Ungermann enJaenisch (83) konden ze niet aantoonen in serum van Weil-pati??nten. Als antigeen gebruikten ze zoowel orgaanextractenals spirochaeten culturen. Costa en Troisier (96) konden weleen â€žsensibilitricequot; aantoonen. welke echter niet specifiek was.aangezien niet-syphiltische Weil-pati??nten soms ook een posi-tieve reactie van Wassermann vertoonden, welke waarnemingdoor Pettit (97) kon worden bevestigd. Noguchi (58) heeft decomplementbindingsreactie nagegaan, zoowel bij gele koortsals WeiVsche ziekte en kon ook geen absolute resultatenboeken: hij vond namelijk een zwak positieve reactie met hetheterologe antigeen. een sterkere met het homologe. Zooalsmen ziet zijn de verschillende gevolgtrekkingen met elkanderin tegenspraak en is deze onderzoekingsmethode voorloopigniet in de praktijk te gebruiken.



??? Kruisimmunifeifsproeven. Dat caviae actief ge??mmuniseerdkonden worden tegen opvolgende infectie met leptospirae vandenzelfden stam, is reeds in de eerste jaren der leptospira-onderzoekingen bekend geworden. Is deze immuniteit specifieken doet ze ons een middel aan de hand de leptospirae, enhier geldt het voornamelijk de leptospirae icteroides en icte-rohaemorrhagiae van elkander te onderscheiden? Dit bleekniet het geval te zijn. Wel meent Noguchi (58) dat de ge-kruiste immuniteit niet zoo volledig is als de rechtstreeksche,doch andere onderzoekingen zijn hiermede in tegenspraak.Manson Bahr en Wenyon (98) zagen hun caviae gezondblijven, na immunisatie met T^e/7-stammen. gevolgd doorinfectie met een doodelijke dosis icteroides cultuur. OokMochtar ziet een zuivere gekruiste immuniteit tusschen alleWeil- en gele koorts-stammen. Deze werkwijze is dus alevenmin in staat de oplossing van het gele koorts-vraagstukte brengen. Wel vond Mochtar dat caviae, na actief te zijn ge??mmu-niseerd met hebdomadis- of waterstammen, niet

immuunwerden tegen Weil- en gele koorts-infectie. Deze nemen dusimmunologisch een andere plaats in. Thrombocytobarinenrcactie. Voor ik dit hoofdstuk besluit,dien ik nog even de aandacht te vestigen op een verschijnseldat het eerst is beschreven door Rieckenberg (99), dat doorKritscheivsky en Tscherikower (100) nader is verklaard enlater door hen (101) is toegepast op leptospira icterohae-morrhagiae. Rieckenberg mengde op een voorwerpglas eendruppel bloed van ratten die genezen waren van een trypa-nosomcninfectie, in dit geval Naganakoorts, met wat citraat-bouillon cn een gelijke hoeveelheid cultuur van de trypano-somen waarmede de rat was ge??nfecteerd. Hij nam nu waardat de trypanosomen met de thrombocyten verkleven, enmeende hierin een zeer specifiek verschijnsel te zien. Hij wilhet verklaren door het oorzakelijk moment in de thrombo-cyten tc zoeken. Kritschewsky en Tscherikower zijn het hier-



??? mede niet eens. want zij vonden het phenomeen ook als zi,uitaingen van immuunplasma of immuunserum met willekeurigethrombocyten. doch zonder immuunbloedplaatjes. De reactieverliep negatief als ze alleen de immuunbloedplaatjes gebruiktenzonder immuun-plasma of -serum, doch was positief door toe-voeging van willekeurige thrombocyten bij immuunplasma. Z.i, nelooven dus dat de antistoffen, die ze thrombocytobarinenLemen, in de bloedwei aanwezig zijn en dat ze door hetantigeen. dus de trypanosomen worden geabsorbeerd. Zijkonden dit verschijnsel nu ook waarnemen als ze ratten ofmuizen met leptospira icterohaemorrhagiae infecteerden envonden altijd een duidelijke specificiteit ten opzichte van andere spirochaeten. Van T/ife/(76) immuniseerde muizen tegen water- leptospirae en vond een sterk positieve thrombocytobannen-reactie tegenover de homologe stam. een negatieve tegenoverzijn ratstam. Misschien zal het mogelijk blijken door middelvin deze reactie verschillende leptospirae van elkander te onderscheiden. Zeer

onlangs vestigt Erika Hennann (128) de aandacht ophet door haar waargenomen verschijnsel da twee .Â?eroides.stammen niet groeiden op rattenserum Je,/-stammen daaren-tegen wel. Misschien dat hierin een d,(terent,eel-d,agnost,sch kenmerk schuilt. Als we nu de balans opmaken van ons differentieel kunnen. .. Ac rrpditziide de leptospira hebdomadisdan -aen WM aan denbsp;^^^nbsp;.,peâ€ž, zoowel S: :^ch\':is\' imTunologisch dnidelii^e verschillen vertoontâ€žet aUe andere stammen. Ook dc saprophytische waterstammenbevinden zich voorshands nog aan dezelfde zâ€žde omdat ookTL de andere zijn te onderkennen. W., zullen echter, â€? .lipnen te houden met de mogeh|khe,d dat 2,| ,nquot;e vormen overgaan, waarover straks. Welke echter deverhouding is tusschen de leptospira icterohaemorrhagiae. dekptospira icteroides. sommige rat- en Sumatra stammen is



??? voorloopig nog onbekend. Vooral de vraag of de leptospiraicteroides werkelijk een geheel aparte vorm vertegenwoordigten als veroorzaker van de gele koorts beschouwd mag worden,is nog in het geheel niet opgelost. Margaretha Zuelzer slaagde er in 1922 in door geregeldeoverenting een saprophytische avirulente waterspirochaet ineen voor caviae virulente om te zetten. Kort geleden publi-ceerde zij met Baermann (102) een artikel uit Sumatra waarinzij mededeelt verschillende waterstammen door caviapassagevirulent te hebben gemaakt. Nieuwe onderzoekingen dienente worden afgewacht. Vooral interesseert ons de vraag hoede virulente stam zich serologisch tegenover de andere viru-lente en tegenover zijn eigen avirulente voorouders gedraagt.Als een en ander kan worden bevestigd en dus blijkt datsommige waterspirochaeten in virulente zijn over te voeren,rijst opnieuw de vraag in hoeverre alle leptospirae in elkanderkunnen overgaan. Intusschen mag niet worden vergeten datvirulente vormen onder ongunstige omstandigheden

tijdelijkavirulent kunnen worden en dat Zuelzer deze stammen voorhaar onderzoek â€” althans gedeeltelijk â€” kan hebben ge-bezigd. Dat dergelijke vormen in water en modder kunnenvoorkomen, soms nog in virulenten toestand, is bekend.Bnchanan (103) isoleerde uit slib aan den bovenkant van eenmijngang in Schotland, op een plaats die niet toegankelijkwas voor ratten, een pathogene leptospira. Hier dus oogen-schijnlijk een saprophytisch levende en toch pathogene lep-tospira. Om tot een helder inzicht in de verhouding der leptospiraete komen is een grondige bestudeering noodzakelijk. Men zalzich echter niet uitsluitend tot de serologische eigenschappenmogen bepalen, maar zoowel vorm, bouw als biologie aaneen nader onderzoek moeten onderwerpen. Misschien zal hetop die wijze gelukken dit ingewikkelde en interessante vraag-stuk nader bij zijn oplossing te brengen.



??? HOOFDSTUK III EEN EN ANDER OVER BOUW EN BE-WEEGLIjKHEID VAN LEPTOSPIRA ICTEROHAEMORRHAGIAE Het standpunt van Gander (104). die van meening wasdat de leptospira icterohaemorrhagiae slechts 2 of 3, meestalvlakke windingen bezat, wordt tegenwoordig wel door niemandmeer verdedigd. De aanwezigheid van een groot aantal,steile windingen, de zoogenaamde primaire windingen staatonomstootelijk vast. Vooral met de GÂ?emsak euring na fixeeringin osmiumzuurdampen. die tegenwoordig algemeen wordt ge-bruikt. is het mogelijk buitengewoon mooie praeparaten tevervaardigen. Met deze kleurmethode wordt de fijnere structuurveel minder beschadigd, dan met de ook veel gebezigde verzilveringsmethode. Martin en Pettit (105) zijn van meening dat de leptospiraicterohaemorrhagiae in het bezit is van ?Š?Šn of meer cilia.Zij gronden deze meening op praeparaten, vervaardigd volgensL??ffler of volgens de verzilveringsmethode. Op hun micro-foto\'s ziet men inderdaad aan de uiteinden, en soms ook nietgeheel

eindstandig, dunne draadjes, veelal uidoopend in eenrond schijfje, hetwelk intensief gekleurd is. De overgang van het dikke gedeelte van de leptospira inhet dunne, geschiedt niet geleidelijk, doch plotseling, zoodat.volgens de opvatting van Martin en Pettit. de eigenlijkeleptospira overal vrijwel even dik is. om dan. aan ?Š?Šn of



??? aan beide uiteinden in de â€žzweepdraadquot; over te gaan, aanwelks uiteinde zich dan de cirkelvormige verdikking bevindt.Bij nauwkeurige beschouwing van de fotografie??n blijkt ditâ€žciliumquot; niet overal even dik te zijn, maar bevinden er zichhier en daar dikkere en donkerder gedeelten in. Het knopjeaan het uiteinde weten Martin en Pettit niet te verklaren.De aanwezigheid hiervan pleit er mijns inziens wel sterktegen, dat we met een zweepdraad te maken hebben. Immersde functie hiervan, zou door een dergelijke verdikking aanhet vrije einde, sterk worden gestoord, zoo niet onmogelijkgemaakt. Dergelijke schijfvormige uiteinden zien we boven-dien ook vaak bij de levende leptospirae in het donkere velden evenzoo in G/emsa-praeparaten. Ze bevinden zich danechter bij de uiteinden van de leptospirae zelf, dus bij denwortel van eventueel aanwezige zweepdraden en niet aande uiteinden hiervan, zooals Martin\'s foto\'s zouden doen ver-moeden. Bovendien pleit het abrupt eindigen van de cylinder-vormige spirochaet in de praeparaten van

Martin en Pettiter tegen, dat deze plaats inderdaad overeenkomt met het uit-einde zelf, waar we immers, zoowel in het donkere veld alsin het Gicmsa-praeparaat duidelijk waarnemen, dat de lep-tospira zich langzamerhand en regelmatig naar zijn uiteindentoe verdunt, terwijl ook de primaire windingen vrijwel tothet einde toe doorloopen. Ook de, reeds genoemde, plaatse-lijke verdikkingen en verdunningen van het cilium zijn nietgoed te verklaren. Ik ben dan ook van meening dat we hier met kunstpro-ducten te maken hebben, veroorzaakt door de gevolgdetechniek. Voor zoover mij bekend, hebben latere onderzoekersdeze vormsels nooit kunnen waarnemen. Ik heb zelf ver-scheidene praeparaten volgens L??fflcr vervaardigd, doch hetis mij nooit mogen gelukken op cilia gelijkende aanhangselszichtbaar te maken, ook niet wanneer ik veranderingen inde techniek aanbracht. Een ander vraagstuk dat we onder de oogcn moeten zien



??? is het al of niet aanwezig zijn van een asdraad. â€” Dietrich(106) schrijft hierover het volgende: â€žDie Windungen sindvon groszer Regelm?¤szigkeit. nur an den Enden scheinen siebisweilen etwas aus einander gezogen. Aus diesem Grundeund mit R??cksicht besonders auf die Bilder im Giemsa Aus-strichspr?¤parat erscheint es m??glich, dasz die Windungen durcheinen ungef?¤hr der idealen L?¤ngsachse folgenden elastischenflexiblen Achsenfaden gest??tzt werden, wenn es bei der Klein-heit der Objekte und mangels geeigneter Differenzialf?¤rbung auch nicht gelungen ist. diesen Faden im Spiroch?¤tenleib sicher Erkennbar dar zu stellen.quot; -- Hieruit blijkt dus wel. datDietrich een asdraad waarschijnlijk, althans mogelijk, acht.Maar in hetzelfde artikel beschrijft hij nog een ander kenmerk.Hij mengt zijn cultuur met een gelijke hoeveelheid reconvales-centen serum en meent dan al gauw een opzwelling te zien,gevolgd door een uiteenvallen in een soort fibrillen. Wanneerhij nu hiervan Gtemsa-praeparaten maakt, vindt hij bijnaaltijd onder deze

fibrillen ?Š?Šn sterker gekleurde, die tegelijkde langste is en de sterkst gewondene. Juist omdat deze zoolang is, gelooft Dietrich dat hij zal loopen langs de buitenkantder windingen. Hierin zou de grootste bewegingsenergie ge-zeteld zijn. â€” Dietrich geeft hiervan een mooie teekeningmaar geen foto\'s. â€” We hebben dus hierin een ander organelte zien dan een asdraad. ^ Min of meer in tegenspraak hier-mede schijnen de onderzoekingen van Margaretha Zuelzer.Zij gelooft ook aan de aanwezigheid van een asdraad. Dezemaakt ze op de volgende manieren zichtbaar. â€” Bij de levendecultuur wordt immuunserum gevoegd en het mengsel onderhet microscoop in het donkere veld bekeken. De spiraal,welke de primaire windingen vormt, begint al spoedig op telossen. Eerst aan de uiteinden, daarna hoe langer hoe meernaar het midden toe. Bij deze oplossing ziet men, dat eenrecht draadje, centraal gelegen, in het geheel niet wordt aan-getast. Eerst als de spiraal geheel is opgelost, trekt dit laatstovergebleven draadje zich samen en verandert in een

onher-kenbare massa. Hetzelfde neemt zij waar, na toevoeging van



??? 1:10 taurocholas natricus. Zuelzer meent dus een andere in-werking van immuunserum te zien, als Dietrich beschrijft.Waaraan deze verschillen zijn toe te schrijven, heb ik nietkunnen opsporen, fiet is uit het artikel van MargarethaZuelzer (107) niet na te gaan of zij sera van actief ge??mmu-niseerde dieren gebruikt, of, evenals Dietrich sera van recon-valescenten. Ook op andere wijze is het aan M. Zuelzer gelukt deasdraad zichtbaar te maken. Volgens Giemsa gekleurde prae-paraten worden door haar gedifferentieerd, hetzij met water,hetzij met aceton en daarna microscopisch onderzocht. Ookdan wordt de geheele spiraal ontkleurd en komt tenslottehetzelfde beeld voor den dag, als ze verkreeg uit, met im-muunsera behandelde levende culturen. Ik heb getracht den invloed na te gaan van taurocholasnatricus op eenige W^e/Z-stammen, alle afkomstig van inHolland waargenomen pati??nten, door Professor Sch??ffnerwelwillend ter mijner beschikking gesteld. De 4 hiervoorgebezigde stammen, A, B, C en G genoemd, waren allereeds langen tijd in

cultuur: de jongste, G, meer dan 6 maanden,de andere langer dan een jaar. Als voedingsbodem werdgeregeld gebruikt een gewijzigd milieu van Vervoort, waar-van de juiste samenstelling hier moge volgen. In gedestilleerdwater wordt 1 quot;/oo pepton Witte opgelost; het geheel evenopgekookt en door papier gefiltreerd. Aan het filtraat wordttoegevoegd 25 % van een gewijzigde Ringersche oplossing(Na Cl 3,5, KCl 0,100, Na HCO,, 0,050, Ca CL 0,100, aq.ad. 500) en daarna 10% van de totale hoeveelheid, van deop Ph 7 ingestelde 5??rcnsensche phosphaat buffer. Dit mengselwordt weer gekookt, door papier gefiltreerd en in buisjesverdeeld, die daarna gedurende 30 minuten bij 100Â° wordengesteriliseerd. Aan elk buisje wordt tenslotte 10% normaal,ge??nactiveerd konijneserum toegevoegd. Op dezen voedingsbodem gekweekt, groeiden alle stammensteeds behoorlijk, de eene keer wat weelderiger dan de andere.



??? doch bijna nooit behoefde vrees te bestaan voor afstervingvan de cultuur. De overentingen geschiedden eenmaal perweek; bebroed werd bij een temperatuur van 30Â° Celsius. Een goed gegroeide. 7 dagen oude cultuur wordt met eengelijke hoeveelheid 10% steriele taurocholas natricus-op-lossing in gedestilleerd water, gemengd. Eerst mengde ik ophet voorwerpglas onder de microscoop, door vari beidevloeistoffen 1 ??se te nemen. Al spoedig bleek mij dat eendergelijke geringe hoeveelheid te spoedig indroogde, waar-door bestudeering van het verloop werd afgebroken. Boven-dien was het op die wijze niet mogelijk later na te gaan.of het misschien nog gelukken zou. deze gemengde cultuurdoor overenting in het leven te houden. Daarom gmg .klater als volgt te werk. 2 kubieke centimeter van de teonderzoeken cultuur wordt in een reageerbuis gemengd meteen gelijke hoeveelheid 10% taurocholas natricus oplossingen op verschillende tijdstippen onderzocht. Men dient hierbijin het oog te houden dat de taurocholas natricus concentratie in het

mengsel dus 5 % bedroeg. De culturen werden onderzocht in het donkere veld metden gewonen parabolo??d condensor van Zeiss en bij 200-voudige vergrooting (objectief D-Oculair IV). De dichtheidvan de culturen werd als volgt aangegeven: stelt voorenkele, hoogstens 10 spirochaeten per gezichtsveld bij boven-genoemde vergrooting; tusschen 10 en 50; 50-200 en meer dan 200 per gezichtsveld. Het spreektvanzelf dat de telling, vooral in de dichtere culturen, slechtsschattenderwijs kon geschieden. Wanneer er te veel lepto-spirae in het gezichtsveld waren, om het in zijn geheel tekunnen tellen, heb ik mij bediend van een rond ondoorzichtigkartonnen schijfje, dat in het oculair werd gelegd en waaruiteen sector was gesneden van 45Â°. Op die manier kreeg iktelkens 7Â? gedeelte van het gezichtsveld te zien. waardoorde telling aanmerkelijk werd vergemakkelijkt. Voor elke be-paling telde ik nu 8 sectoren, verdeeld over 2 gezichtsvelden.



??? Bij elke volgende sector werd het oculair en daarmede hettelschijfje ongeveer 90Â° gedraaid. Ik ben mij bewust ookhiermede niet geheel nauwkeurig te hebben kunnen tellen,doch de gemaakte fouten zullen hierdoor wel zijn beperkt.Hieronder volgen nu de verslagen van enkele dezer proeven :Cultuur A 91, , 7 dagen oud. 2 c.c.M. wordt ge-mengd met 2 c.c.M. 10 % taurocholas natricus. Microscopischonderzoek: Na 1\': de spir. zijn veel minder beweeglijk dan die in deernaast gelegde controle druppel ; vorm niet veranderd.Na 2\': bijna alle doodstil, sommige vertoonen nog korteen plotselinge trekkingen ; misschien iets minderlichtbrekend. Na 5\': Veel minder lichtbrekend, wazig en moeilijker tevinden, het aantal spirochaeten per gezichtsveldschijnt sterk verminderd. Geen duidelijke draadjes.Na 10\': Nog enkele schimmen die als spirochaeten zijn teherkennen. Na 15\': Het is zeer lastig nog iets te vinden wat op eenspirochaet lijkt. Met zekerheid te herkennen is ergeen enkele. Na 2, 5, 10 en 15 minuten werden culturen aangelegd. Vande 2, 5, 10 en 15

minuten behandelde cultuur wordt telkensVo c.c.M. gebracht in 5 c.c.M. gewone voedingsbodem enin de stoof gebracht. Men dient in het oog te houden, datzich hierin nu een zekere hoeveelheid taurocholas natricusbevindt. De ingebrachte hoeveelheid van het mengsel, \'/s c.c.M.,bestond uit een 5 % taurocholas natricus oplossing. Hierinbevond zich dus V o c.c.M. taurocholas natricus. Deze hoe-veelheid wordt gebracht bij 5 c.c.M. voedingsbodem; in detotale hoeveelheid van S\'/s c.c.M. bevindt zich dus \'/lo c.c.M.,dit is iets minder dan Vs %â€? nauwkeurig 0.46 %. We zullendus moeten nagaan of leptospirae in een dergelijke taurocho-las natricus concentratie kunnen groeien. Als controleproefplaatste ik dus een Vs quot;/o tauroch. natricus in 5 c.c. voedings-bodem naast de eigenlijke proef; entte deze buis met een



??? V^ c.c.M., normale cultuur, omdat ik dan een gelijke hoe-veelheid van de oorspronkelijke cultuur inbracht, en dus on-geveer evenveel spirochaeten als de verschillende behandelde,dus met gelijke hoeveelheid taurocholas natricus oplossingbedeelde buizen oorspronkelijk bevatten. Na 1 week incubeeren bij 30Â° volgde microscopisch on-derzoek : controle : , normaal beweeglijke leptospirae ; idem; normale beweeglijkheid. 1\'5\'10\'15\' negatief. Na nog 1 week bebroeden : 2\' ; 5\'negatief; 10\'negatief;15\' ge??nfecteerd. Conclusie : 5 % taurocholas natricus tast deze leptospirae vrijwel ge-lijkmatig aan. Van een resistente asdraad is niets te bespeuren.Na 2\' inwerking zijn er nog genoeg levens- en deelingsvat-bare leptospirae over, om in staat te zijn zich te vermenig-vuldigen wanneer ze onder gunstiger levensvoorwaardenworden gebracht. Gelukte het dus bij deze proef niet, iets wat op een as-draad geleek zichtbaar te maken, in andere gevallen was hetbeeld anders. Bijvoorbeeld: Stam G 108, 7 dagen oud, , gemengd met een gelijkehoeveelheid 10

% taurocholas natricus oplossing. Om dengang van zaken althans gedurende de eerste minuten geregeldte kunnen volgen, wordt onmiddellijk een groote druppelonder het microscoop gebracht en bestudeerd. Ik teekendehet volgende op: Reeds na ?Š?Šn minuut zijn vele leptospiraeonbeweeglijk, na 2 a 3 minuten allemaal. Spoedig daaropkrijgen sommige een korreltype, gelijkend op de vormen dieReiter spirochaeta nodosa noemde. Soms liggen de korrelsop vrijwel gelijkmatige afstanden van elkaar, soms zijn er



??? grootere open plekken tusschen; in deze, kortere of langereopen gedeelten, zien we soms niets, soms slechts iets niet naderte bepalen wazigs, soms iets wat zeer duidelijk den indrukmaakt van een dun, zeer weinig hchtbrekend draadje. Intusschenzijn er op hetzelfde oogenblik leptospirae te zien, die uitsluitendals dun draadje over zijn, doch die niet het korrelstadium zijngepasseerd, maar waarvan de spiraal geleidelijk en gelijkmatighoe langer hoe waziger is geworden, om tenslotte geheelonzichtbaar te worden. Dit alles valt geheel binnen de eerste5 minuten. Daarna begint de druppel indrogingsverschijnselente vertoonen en zijn de beelden niet meer betrouwbaar. Na10\' en 15\' (telkens nieuwe druppels) veranderen de beeldenniet veel. Wel worden de draadjes, die soms nog wat pluizigblijven, waziger, zoo, dat ze heel lastig zijn terug te vinden,wanneer men ze even uit het oog verliest, maar veel ver-andering vindt er niet plaats. Na 25\' echter is er niets defi-nieerbaars meer te zien. Overentingsproeven, geheel op dezelfde wijze als bij devorige

beschreven proef na 5\', 10\'en 15\'negatief; controle-h-f. Concliiste : We zien hier een andere reeks beelden als bij de eersteproef. We krijgen wel degelijk den indruk dat het taurocholasnatricus op de spiraal veel sneller inwerkt dan op het cen-trum, zoodat ik geloof aan dit centrum, onder hetwelk ikdan een dun, rechtverloopend gedeelte versta, een anderesamenstelling, althans een andere weerstand tegenover hetvergif te moeten toekennen als aan de p?Šriph?Šrie. De uitkomsten van deze twee proeven bij verschillendestammen zijn dus niet gelijk. Ik heb daarom de proef metstam A nog 2 X herhaald, die met stam G nog 3 X, en hebtevens den stam B en G ieder 2 X aan dezelfde proef onder-worpen. De kweekproeven heb ik, voor wat betreft stam Aen G gestaakt, voor B en C ieder 1 X gedaan. Ik moge hierdadelijk mededeelen, dat B na 5\' niet meer overentbaar bleek,



??? doch dat C na 10\' inwerking nog in staat bleek zich te ver- menigvuldigen. na 15\' niet meer. De herhalingen met stam A vielen beide keeren geheelgelijk uit als de eerste proef; die met stam G 2X als deboven beschrevene: de derde maal was dit niet zoo duideh)ken geleken de beelden meer op de bij A beschreverie; ditwas de eenige maal dat ik een stam gebruikte die ouder was dan 1 week, nl. 4V2 week oud. De beelden verkregen met de stammen B en C. warenvrijwel gelijk aan die van G. Bij beide stammen bleven opeen gegeven oogenblik dezelfde dunne draadjes over. als ikbij G. had waargenomen. Eindconclusie: Taurocholos natricus in een 5% oplossing bij een goedgroeiende leptospiren cultuur gebracht, tast de micro-orga-nismen in den regel het eerste in de peripherie aan. Despiraal wordt ??f gelijkmatig ??f bij gedeelten opgelost en ten-slotte blijft een recht verloopend dun draadje over. dat veellanger weerstand biedt, doch tenslotte ook geheel verdwijnt.Dat stam A en de 1 maand oude stam G zich anders schijnente gedragen is. voor wat

betreft A. misschien gevolg van hetfeit dat deze stam in een minder gunstig stadium verkeerdeen \'den indruk maakte, aan het degenereeren te zijn: ik hebdien stam ongeveer 2 maanden later verloren, nadat ik hembij elke overenting zag achteruitgaan en hem op geen enkelemanier, ook niet door dierpassage. heb kunnen redden. Hetafwijkend resultaat van de oude stam G is misschien juisthet gevolg van zijn ouderdom. Het zal noodig zijn de proevenhiermede te herhalen en uit te breiden. In elk geval meenik. dat de uitkomsten van deze proefjes steun geven aan deopvatting van M. Zuelzer, dat inderdaad een asdraad aan-wezig is. Verder heb ik â€” zooals boven reeds werd aangeduid â€”getracht gekleurde praeparaten met behulp van water of



??? aceton te differenti??eren. De kleuring geschiedde volgensGiemsa met de volgende techniek. Een eerste vereischte voor het slagen is, absoluut vetvrijevoorwerpglazen te gebruiken. Hiertoe kookte ik de glaasjestweemaal gedurende 10 minuten uit in een mengsel van ge-lijke hoeveelheden 6 % zwavelzuur- en 6 % kaliumbichromaat-oplossing. Na afkoelen en afschenken van de vloeistof wordende glazen ?Š?Šn voor ?Š?Šn met een uitgegloeid pincet uit dekookkolf verwijderd en 3 maal in telkens versch gedestilleerdwater gewasschen, daarna bewaard in 96 % alcohol. Vlakvoor het gebruik worden ze hier met een uitgegloeid pincetweder uitgenomen. Na verdamping van den alcohol wordter een zoo dun mogelijke uitstrijk van de te onderzoekencultuur opgebracht, welke, na bij kamertemperatuur te zijngedroogd, gedurende 1 minuut wordt gefixeerd in de dampenvan een 1 % osmiumzuuroplossing. De kleuring geschieddemet Giemsa-oplossing: 1 druppel op 1 c.c.M. licht alkalischwater. In het begin bepaalde ik de alkaliciteit volgens debekende

haematoxyline-methode. Omdat dit vrij veel tijdkostte, voegde ik al spoedig op ongeveer 7,1 ingesteldeS??rensen\'s phosphaatbufFer toe, waarmede de resultaten zeergunstig waren. De kleuring zelf geschiedde bij kamer-temperatuur, gedurende 18 uur. Na afloop werd de kleurstofsnel met water afgespoeld en het praeparaat aan de luchtgedroogd. 1. Ontkleuring met water. Wanneer men de zoo vervaardigde praeparaten nu onderwater brengt, ziet men al zeer spoedig, na 2 A 3 minuten,dat de leptospirae lichter van kleur worden en ook, althansoogenschijnlijk dunner. Bij voortzetting van de bewerkingblijven tenslotte slechts zeer flauw gekleurde, uiterst dunnedraadjes over, waaraan of waarom geen spoor van een spiraalmeer is te herkennen. Deze behandeling met water neemtevenwel zooveel kleurstof weg, en maakt de spirochaetenzoo weinig lichtbrekend, dat het mij niet is mogen gelukkenmicrofoto\'s ervan te maken, ook niet bij verlichting in



??? het donkerveld: de contrasten waren hiervoor te gering.2. Ontkleuring met aceton. Hier was de gang van zaken eenigszins anders. Want hiermaakte het den indruk, dat de kleurstof van de spiraal veeleerder en sneller werd uitgeloogd, dan die van het centrum.Maar behalve dit. bleek bovendien dat de spiraal ook metoveral even snel werd aangetast, zoodat we op sommigeplaatsen nog goed gekleurde gedeelten, naast geheel ontkleurdepartijen zien. Dit bracht mede dat de contrasten vrij sterk bleven, wat vooral tot uiting kwam bij onderzoek in hetdonkerveld. Ik heb nu bij donkerveld-belichting enkele foto\'sgemaakt die hier zijn gereproduceerd. Ze zijn gemaakt metZeiss\' phoku op chromo-isolar platen, olie immersie ViÂ?.negatieflens H; booglampbelichting, belichtingsduur 3 a 4 mi-nuten. De eindvergrooting bedraagt ongeveer 1600 X. 1 en 2 zijn fotographie??n van het gekleurde, niet met acetonbehandelde praeparaat van G. 7 dagen oude cultuur. De primairewindingen zijn, zooals wij dat bij donkerveld belichting ge-wend zijn. duidelijk als sterk

lichtbrekende knopjes te zien. 3 is gemaakt naar hetzelfde praeparaat als 1,\'nadat dit5 minuten met aceton was behandeld.



??? Uitsluitend om aan te geven, waarop dient te worden geleten geenszins met de bedoeling natuurgetrouw te zijn heb ik,van deze en de volgende foto\'s een schetsteekening er naastgeplaatst. Vrijwel in het midden van 2 der 3 leptopirae is een kortgedeelte, dat veel minder lichtbrekend en veel dunner is dande uiteinden, terwijl deze verdunning vrijwel plotsehng plaatsvindt en niet langzamerhand, zooals wij dat bij dwarsdeehng zien. De hier verkregen beelden doen denken aan de afbeeldingen,die Schaffner geeft van de door hem waargenomen lepto-spirae bij een geval van zwartwaterkoorts in 1918. (Zie Arch.f??r Schiffs- und Tropenhygiene 1927, No. 4 bldz. 154, fig.10 en 11.) Schaffner acht het mogelijk, dat wij hier meteenbeginnende, atypisch verloopende, dwarsdeeling te makenhebben, maar wil de mogelijkheid dat door de krachtigeG/cmsa-kleuring, zonder voorafgaande osmiumfixeering, destructuur van de leptospira op deze wijze voor den dag komt,niet uitsluiten. Ik ben van meening, dat de vormen op mijnfoto niet aan een beginnende deeling

zijn toe te schrijven,doch veeleer het gevolg zijn van de gevolgde ontkleurings-techniek. Waarschijnlijker wordt dit, wanneer we foto 4bekijken.



??? Deze is afkomstig van praeparaat 2, nadat het 15 minutenmet aceton is behandeld. In het midden zien we een leptospira,waarvan een kleiner bovengedeelte en een grooter onderdeelnog behoorlijk van dwarsafmeting en goed lichtbrekend zijn. daartusschen in bevindt zich een veel minder lichtbrekenden veel dunner rechtverloopend gedeelte. In hetzelfde prae-paraat vindt men tenslotte een vrij groot aantal kortere enlangere uiterst dunne draadjes, waarvan in de oorspronkelijke,niet met aceton behandelde praeparaten niets is te zien.



??? Foto no. 5, van hetzelfde praeparaat als foto 4, vertoonto.a. een lang halfcirkelvormig verloopend dun draadje, waar,aan het rechterondereind nog een goed lichtbrekend schijfjeis overgebleven, bovendien verscheidene dunnere en korteregebogen draadjes, die op de niet behandelde praeparatenontbreken. De resultaten verkregen door middel van taurocholas na-tricus-inwerking op levende culturen en die met ontkleuringvan Giemsa-praeparaten hetzij met water, hetzij met aceton,komen dus vrijwel overeen, afgezien van de inwerking vantaurocholas natricus op stam ?€, waar een afwijkend beeldontstond, dat misschien te verklaren is, uit achteruitgang vanden betreffenden stam. Overigens zien we steeds als eind-resultaat de beschreven dunne niet gewonden draadvormen,soms nog voorzien van een dikker lichtbrekend gedeelte ofpuntje, soms ook geheel naakt. Dat deze draad centraal ver-loopt is a priori en uit microscopisch onderzoek waarschijnlijk.Ik geloof dus, dat we het recht hebben, hier van een asdraadte spreken. Tot slot van dit hoofdstuk

nog enkele woorden over debeweging. Martin en Pettit wijden hieraan in hun monogra-phie (105) slechts enkele woorden: â€žQuand il se meut, il nele fait qu\'assez lentement, en pr?Šsentant des mouvements ver-miculaires ou une sorte de rotation sur place.quot; Hacndel,Ungermann en Jaenisch (83) zijn uitvoeriger. Zij hebben weleen voor- en achteruitbeweging opgemerkt, doch gelooven datde karakteristieke bewegingsbewijze bestaat in een bliksemsneldraaien om de lengte-as waarbij de beide uiteinden als hakenzijn omgebogen. Deze laatste wijze van beweging, die dusniet met een verplaatsing van het geheele micro-organismegepaard gaat, schijnen zij als de natuurlijke, de verplaatsingals van minder belang te beschouwen. Daarentegen beschouwt Zuelzer in van Prowazeks\' handboekjuist het rechtlijnig snel voorwaarts zwemmen bij krachtigeculturen als het meest voorkomend. Deze verplaatsing komt



??? volgens haar tot stand door het snel draaien der omgebogenlichaamsuiteinden van de spirochaet. Daarnaast beschrijft zede beweging, zonder verplaatsing, waarbij de omgebogen uit-einden zich iets strekken. Bij rustige bestudeering van een groot aantal culturen inhet donkerveld trekken enkele eigenaardigheden toch wel deaandacht. Stammen, welke korten tijd geleden uit menschelijke pati??ntenzijn ge??soleerd of waarvan de cultuur in vitro is onderbrokendoor een cultuur in vivo, dus caviapassage, vertoonen percents-gewijze veel meer werkelijke verplaatsing, dan stammen, dielangdurig in een ononderbroken reeks van buis op buis zijnoverge??nt. Daarnaast echter valt het ook op, dat sommige stam-men hun verplaatsingsneiging langer behouden dan andere.Mijn stam G bijvoorbeeld, hoewel reeds lang zonder dierpas-sage vertoont dit verschijnsel duidelijk, evenals een stam Stokes,die ik uit Engeland ontving en die aldaar langen tijd in cultuuris gehouden. Het spreekt vanzelf dat alle stammen steeds inhetzelfde milieu en bij dezelfde

temperatuur werden gekweekt.De genoemde verschillen zijn ook niet afhankelijk van dengroei: de exemplaren in uitstekend en minder goed groeiendeculturen behouden toch percentsgewijze ongeveer dezelfdeverplaatsing. Alle in mijn bezit zijnde stammen verplaatsen zich minder,wanneer ze ouder worden, onafhankelijk van het feit of zebij kamertemperatuur, dan wel bij broedstooftemperatuur (30Â°C.)worden bewaard. 6 weken oude culturen vertoonen relatiefveel meer beweeglijkheid ter plaatse, ten opzichte van ver-plaatsing. dan jongere culturen. Wat nu het mechanisme van de verschillende bewegingenaangaat, ben ik van meening, dat de beweging zonder ver-plaatsing eenigszins anders in zijn werk gaat, dan de ver-plaatsing. Bij deze laatste toch zien we nooit, of althans zeerweinig, de uitgesproken hoek van ongeveer 90Â° tusscheneindstukken en middengedeelte, welke juist zoo duidelijk is



??? bij de beweging. Ook blijft het middengedeelte bij de ver-plaatsing in den regel vrijwel rechtgestrekt, terwijl het zichin het laatste geval in bochten wringt. Ik kan dus metZuelzer\'s opvatting niet meegaan. Soms valt het bij de verplaatsing op, dat het achterste vrijeuiteinde stil of langzaam slingerend achteraan sleept, zonderaan de voortbeweging mede te doen, terwijl het voorste ge-deelte dan eenigszins den indruk maakt als trekschroef dienstte doen, ofschoon dit niet met zekerheid is te zien. Wanneerdan de spirochaet zijn voorwaartsche beweging in een achter-waartsche omzet, dus zonder om te keeren, hetgeen vrij veel-vuldig voorkomt, schijnen de rollen te wisselen en neemt hetachterste einde, tot voorstuk geworden, de rol van het vroegerevooreinde over. Ook het omgekeerde is soms het geval, duseen opduwen in plaats van een optrekken. Doch onder aldeze omstandigheden ziet men het middenstuk steeds vrijwelgestrekt blijven. Het snelle â€žblitzartigequot; bewegen van de beideuiteinden tegelijk, gepaard met groote buigingen en knik-kingen

van het middenstuk, wat bij de beweging ter plaatseregel is, nam ik bij de werkelijke verplaatsing nooit waar. Al deze verschijnselen zijn, in verband met de geringe af-metingen der objecten en de snelheid der bewegingen uiterstlastig met zekerheid vast te stellen. Wel kan men de snelheidwat verminderen door toevoeging van ?Š?Šn of ander vergifof immuunserum, doch men heeft dan niet meer het recht deontstane bewegingen als normaal te beschouwen. Het besteware, naar het mij voorkomt, ?Š?Šn en ander in een film, bijvoorkeur in een vertraagde film, vast te leggen.



??? HOOFDSTUK IV OVER DEN INVLOED VAN ZUURSTOF^ONTTREKKING OP HET LEVEN VAN DELEPTOSPIRA ICTEROHAEMORRHAGIAE Voordat we nagaan welken invloed geheele of gedeeltelijkeonttrekking van zuurstof op het leven der leptospira uitoefenten trachten uit te maken of deze micro-organismen de zuur-stof zoeken of schuwen, en in welke mate, is het noodzakelijkons eerst af te vragen wat we onder aerobie, wat onderanaerobie hebben te verstaan. Bij het naslaan van de literatuur dan trekt het onmiddellijkde aandacht, dat de opvattingen omtrent het wezen deraerobie en anaerobie zich in den loop der jaren hebbengewijzigd. Pasteur, die zijn boterzuurbacillen zag groeien, als hij doorden voedingsbodem koolzuurdampen leidde, ze daarentegenzag sterven, wanneer hij het koolzuur door een zuurstofstroomverving, merke naar aanleiding hiervan op: â€žCet infusoirevit sans gaz oxyg?¨ne librequot; (108). Hij noemde nu micro-organismen a??roob, wanneer ze voorhet leven zuurstof noodig hadden, ana??roob als ze de zuur-stof

konden missen (109). Hiermede was de tegenstellinga??roobâ€”ana??roob geschapen. Liborius (110) onderscheidt, ongeveer 20 jaar later, reedsdrie groepen, en wel de obligaat-anaeroben, de facultatiefanaeroben en de aeroben. In de eerste groep vat hij dandie micro-organismen samen, welke voor al hun levensfuncties



??? een totale afwezigheid van zuurstof zouden vereischen. Facul-tatief ana??roob zijn degene, die het beste groeien, wanneerze ruim met zuurstof in aanraking kunnen komen, maar dieonder anaerobe of nagenoeg anaerobe \'omstandigheden tocheen vrij behoorlijke ontwikkeling vertoonen. Beyerinck (111) voert nieuwe begrippen in. Obligaatanaeroben vereischen volgens hem algeheele afwezigheid vanzuurstof, terwijl de voedingsbodem reduceerende eigenschappenmoet bezitten. Onder temporair anaerobe micro-organismenvatte hij die samen, welke zich, door gebruik te maken vaneen in de cellen aanwezige hoeveelheid gebonden zuurstof-reserve, konden vermenigvuldigen. Wanneer deze zuurstofechter verbruikt is, sterven ze af, als geen nieuwe zuurstofwordt toegevoegd. Voor zoover ik zien kan, zijn zulke micro-organismen slechts schijnbaar ana??roob, omdat ze zonderzuurstof afsterven, al is deze dan misschien niet onmiddellijkuit de lucht afkomstig. Facultatief ana??roob wil hij die micro-organismen noemen, die bij voortduring, zoowel met,

alszonder zuurstof kunnen leven. Micro-aerophiel, tenslotte, zijnde bacteri??n die een lage zuurstofspanning eischen. Chudiakow (112) ziet in â€” en dit is een stap verder â€”dat aeroben, zoowel als anaeroben slechts groeien kunnenbinnen bepaalde grenzen van zuurstofspanning. Hij onder-scheidt dus een minimum cn een maximum. Rothert teekent hierbij aan dat de obligaat anaeroben geenminimum hebben, in tegenstelling met de aeroben. Wand {\\ 13) heeft een uiterst nauwkeurig onderzoek in-gesteld naar minimum, maximum en optimum zuurstofspanningbij een groot aantal micro-organismen. Arthur Meyer (IH) stelt, met het oog op dc behoeftenvan de praktijk, twee nieuwe termen voor, namelijk aerophielen aerophoob. De eerste groeien in lucht, de tweede doen ditonder geen omstandigheden. Van de opvatting der latere onderzoekers wil ik er ooknog enkele vermelden. Reichebach (115) is van mecning, dat bepaling dcr drie



??? kardinale punten : minimum, optimum en maximum het voor-naamste is. Fla (116) zegt: â€žKunnen de bacteri??n zich alleen dan ver-menigvuldigen, als de zuurstof vrij tot hunne culturen kantoetreden en houdt hun groei op, of gaan ze dood, als menze in een omgeving brengt, waaruit alle zuurstof verwijderdis, dan noemt men ze obligaat aerobe micro-organismen.Kunnen bacteri??n zich, hoewel slecht, in een zuurstofvrije ofzuurstofarme omgeving vermenigvuldigen, maar doen ze ditbeter als ze zuurstof tot hun beschikking hebben, dan geeftmen hun den naam van facultatief aerobe micro-organismen.quot;Overeenkomstig hiermede, definieert hij facultatief anaerobeals die, â€žwelke het weelderigste groeien in een zuurstofvrijeomgeving, maar zich toch ook vermenigvuldigen, indien zuur-stof tot hunne culturen toetreden kan. De obligaat anaerobenzijn alleen dan te kweeken, als men er voor zorgt de zuurstofuit de media, waarin men ze kweeken wil, te verwijderen,of de spanning daarvan tot een minimum te reduceeren.quot; Park en Williams (116)

zeggen, dat de meerderheid dermicro-organismen verschillende hoeveelheden zuurstof noodigheeft, maar dat een gedeelte niet groeit zonder zuurstof.Organismen, die ook groeien als de voorwaarden niet degunstigste zijn, noemen ze facultatief. Courmont (117) schrijft: â€ž?  c?´t?Š des microbes a?Šrobies,c\'est ?  dire exigeant pour vivre une grande quantit?Š d\'oxy-g?¨ne libre, il y avait des microbes ana?Šrobies, pour lesquelsl\'oxyg?¨ne est une v?Šritable poison, microbes ne poussant quedans un milieu compl?¨tement d?Špourvu de ce gaz.quot; Gotschlich (118) geeft een overzicht van de verschillendeopvattingen, en komt tot de slotsom, dat anaerobe bacteri??n zijningesteld op een minimale zuurstofspanning of op geheel ont-breken van zuurstof. Obligaat aeroben kunnen slechts groeienbij aanwezigheid van zuurstof en hebben een minimum, eenoptimum en welhcht een maximum van zuurstofspanning.Facultatief anaerobe bacteri??n kunnen zoowel bij aanwezig-heid als bij afwezigheid van zuurstof groeien. Ik heb mij bij



??? mijn eigen proeven aan deze definities gehouden, met dienverstande, dat ik facultatief anaerobe bacteri??n zou willen defi-nieeren als bacteri??n die bij voorkeur a??roob groeien, maarzich onder afsluiting van zuurstof toch ook vermenigvuldigenal is het dan niet zoo goed als bij zuurstof toevoer. Omge-keerd vat ik onder facultatief aerobe bacteri??n die samen,welke bij voorkeur ana??roob, desnoods ook a??roob groeien. Door verschillende onderzoekingen, onder andere die vanFerran (119) is de scherpe grenslijn ana??roobâ€”a??roob eenigs-zins verdoezeld. Hij slaagde erin zoogenaamde obligaat anae-roben langzamerhand aan zuurstof te wennen. Verder rijstde vraag of de anaeroben nu werkelijk groeien bij totaleafwezigheid van zuurstof, of dat er nog minimale hoeveel-heden zuurstof aanwezig moeten blijven. De ons ten dienstestaande indicatoren zijn echter zoo gevoelig, dat inderdaadslechts sporen zuurstof aan onze waarneming kunnen ont-snappen. Een ander punt, dat we onder de oogen moeten zien, is dit:is er een verschil in de

hoeveelheid zuurstof noodig om teblijven leven, en die om zich te vermenigvuldigen, met anderewoorden, is er voor vermenigvuldiging een ander minimum,optimum en eventueel maximum, als voor blijven leven? Inde literatuur kan men hierover weinig vinden: de begrippenworden gewoonlijk in ?Š?Šn adem genoemd, of door elkandergehaald. Wat is nu bekend van de zuurstof behoefte der leptospiraicterohaemorrhagiae ? Dietrich geeft zijn meening in de volgende woorden weer:Die Spiroch?¤ten wuchsen sowohl unter aeroben Verh?¤ltnissen,wie unter ParafFin-Abschlusz, als auch unter streng anaerobenBedingungen (Pyrogallus?¤ure in Buchner-R??hrchen) Dabeifiel, wie schon Reiter beobachtet hat, auf, dasz bei Sauer-stofFzutritt das Wachstum bedeutend langsamer vor sich ging.Bei v??lligem SauerstofFabschlusz erfolgte das Wachstum sehr



??? schnell, erreichte nach 2â€”3 Tagen bereits seinen H??hepunktund Uesz dann rasch nach, um den auftreten eigenartigenK??rnchen (Granula) zu weichen. Ungermann (120) zegt onder meer het volgende: â€žsinddemnach f??r die Kultivierung der Weilschen Spiroch?¤te streng anaerobe Bedingungen nicht erforderlich.....so ist es zur Erzielung einer ??ppigen Vermehrung doch n??tig, den weiterenLuftzutritt zu den Kulturfl??ssigkeiten zu verhindern.quot; Hij bereiktdeze zuurstofbeperking door op zijn cultuurbuizen, wanneerze nog warm zijn, een dikke laag steriele paraffine-olie tegieten. Ook Kaneko (121) vindt dat paraffine oHe den groeigunstig be??nvloedt. Waarvan dit een gevolg is, is niet geheelduidelijk. Streng ana??roob worden de verhoudingen hierdoorzeker niet. Lucht kan bovendien door de paraffine heendiffundeeren, zooals door Gafes en Olitzki (122) is aangetoond. Noguchi{79) meent dat de leptospirae obligaat a??roob zijn, ookGriffith (123) is deze meening toegedaan, evenzoo Zue/z3r(124).Manfeu^e/was eerst (125) van meening dat

ze zoowel a??roobals ana??roob kunnen groeien, later (126) bleek hem, dat bijde door hem gebruikte ana??robe kweekmethode (pyrogallolof platinazwam) toch altijd nog geringe hoeveelheden zuurstofaanwezig bleven. Daarom gebruikt hij bij zijn tweede onderzoek een gewijzigde methode Trenkmann. Bij het voedings-milieu, dat vloeibaar moet zijn voegt hij een klein beetjeslappe natriumsulfide oplossing als reductiemiddel. Na deenting wordt de buis onmiddellijk met vloeibare vaselineovergoten. Een 1 % waterige methyleenblauw oplossing opdezelfde wijze behandeld en als controle gebruikt, bleek naweinige minuten ontkleurd te zijn. Een voordeel is volgensManteufel de snelle zuurstofverwijdering. Tevens ging hij naof het kleine beetje toegevoegde sulfide kwaad zou kunnendoen aan den groei ; dit bleek niet het geval te zijn. Hij zagnooit groei in de ana??robe buizen, terwijl de controles goedaangeslagen waren. Terloops zij medegedeeld dat een heb-domadisstam en waarschijnlijk ook een icteroidesstam hetzelfdeverschijnsel vertoonden.



??? De vraag doet zich voor of de uit het sulfide ontstanesulfieten en sulfaten (er ontwijkt vrij HoS) de spirochaetenniet aantasten. Want wel hebben Uhlenhuth en Zuelzer (78)gevonden, dat 2 uur doorleiden van HoS de vitaliteit van despirochaeten niet be??nvloedt, doch dit is iets anders als 4etmalen kweeken (Manfeu/?¨/s\' bebroedingsperiode) voortdurendin een sulfiet-sulfaat omgeving. Zooals men uit deze korte samenvatting ziet, zijn de mee-ningen nog verdeeld, al helt men er langzamerhand meer enmeer toe over, zuurstof als onontbeerlijk voor het leven derleptospirae te beschouwen. De gunstige invloed der paraf??ine-laag zou misschien een aanwijzing kunnen zijn, dat de optimalezuurstof-spanning niet ligt op het niveau van den atmosphe-rischen druk, maar lager. Ook andere spirochaeten groeienonder paraffine vaak beter dan bij vrije toetreding van lucht,onder andere spirochaeta pallida en spirochaeta recurrentis(124). Ik heb den invloed van zuurstofonttrekking nagegaan ophet leven van 4 stammen van f-Iollandsche leptospirae, B, C,D en G.

De eerste drie stammen zijn serologisch identiek,de laatste vertoont, wat betreft lysis en agglutinatie ver-schillen met de 3 andere. Inrichting der proeven. Een zuurstofvrije omgeving wordtbereikt met behulp van de flesch van Mc. Intosh cn Fildes (127).Deze glazen cylinder is van boven luchtdicht gesloten meteen metalen deksel, waarin toe- en afvoerbuizen met kranencn een palladium-asbest electrode, die, door middel van tweecontacten aan de buitenkant van de deksel, in verbindingkan worden gebracht met een stroom van ongeveer 30 volt,die het palladium tot gloeiing brengt. Nadat de culturen in de pot zijn gebracht, wordt de dekselgesloten en gedurende enkele minuten een krachtige watcr-stofstroom door de flesch gejaagd. Hierdoor wordt de grootemeerderheid van de lucht door waterstof vervangen.



??? Om de laatste zuurstofresten te vervangen, wordt de pal-ladium-electrode aan het gloeien gebracht: er ontstaat eenkatalysatorische werking, waardoor de nog aanwezige zuurstofzich met de waterstof tot water verbindt, hetwelk op dewand van de flesch neerslaat. De stroom wordt ongeveer een uur doorgeleid, dan is dein de flesch aanwezige zuurstof indicator (waarover straks)geregeld ontkleurd. Voor de flesch nu werd weggezet, leiddeik nog even wat waterstof in (Pondman). Immers \'door dewatervorming is de druk iets lager geworden, dan die vande buitenlucht. Het zoo ontstane drukverschil tusschen binnenen buiten werkt een aanzuiging van lucht in de hand, waar-door de resultaten onbetrouwbaar zouden worden. Juist inhet feit, dat gasdruk binnen en buiten de flesch gelijk is,schuilt de oorzaak dat het met deze methode gemakkelijkgelukt een zuurstofvrije atmospheer te verkrijgen en te be-houden. Als indicator gebruikte ik een alcalisch glucose-methyleenblauwmengsel, dat door reductie kleurloos wordten dit dus in de flesch moet blijven. De

drie hiervoor be- N noodigde reagentia zijn: een 6 % waterige -Jq Na OH-oplos- sing, een 6% waterige glucose-oplossing en een Vs % waterigemethyleenblauw-oplossing. Hiervan worden gelijke hoeveel-heden bij elkaar gedaan, het mengsel gekookt tot het kleurloosis, en daarna snel in de flesch gebracht. Het gelukt geregeldde oplossing gedurende langen tijd kleurloos te houden. Wanneer men nu bedenkt, dat deze indicator uiterst ge-voelig is, en bij aanwezigheid van sporen zuurstof onmiddellijkblauw wordt, mag men den inhoud van de flesch practischzuurstofvrij noemen. De bedoeling van de eerste proeven was nu ter ori??ntatiena te gaan, welken invloed de waterstof atmospheer op eengoed gegroeide leptospiren cultuur van de verschillende stam-men uitoefende. Daartoe werd van eiken stam een 7 dagenoude cultuur in twee??n gedeeld. De eene helft werd onder



??? anaerobe omstandigheden gebracht, de tweede onder aerobe;beide werden verder bebroed bij 30Â°. Na opening van deflesch werden alle buizen microscopisch onderzocht, overgezetop verschen voedingsbodem en a??roob gekweekt. Dit laatstemet het oog op de mogelijkheid, dat overlevende leptospiraeaan het microscopisch onderzoek zouden ontsnappen.De eerste proef duurde 7 dagen (tabel I). TABEL I. Ana??roob A??roob (Controles) 7 dagenoude cul-tuur vanstam ai2lt;U J= s e CD gt;(O U lt; s. Aantallept. pergez. veld na7 dagen Ovcrgeent enverder a??roob I week 3 weken Aantallept. pergez. veld na7 dagen Overge??nt ena??roob gekweektna 1 week 3 weken ge??nfect. B c DG -H- -? -H- -H-f -H-H- Resultaat: In geen der ana??roob geplaatste buizen zijn levende ofdoode leptospirae te zien. Alleen in buis C is nog eenzeer enkele onbeweeglijke, nauwelijks zichtbare schim over.Alle overentingen zijn na 1 en 3 weken negatief. Controles: alle goed; alle overentingen slagen. Conclusie : 7 dagen oude culturen van leptospira

icterohaemorrhagiaestammen zijn, na een 7-daagsch verblijf in een waterstof-atmospheer afgestorven. De proef wordt geheel op dezelfde wijze herhaald; dochde zuurstofonttrekking wordt nu slechts 3 X 24 uur volgehouden(tabel II).



??? TABEL n. A??roob (Controles) Ana??roob 7 dagenoude cul-tuur vanstam 0.S 4) J3â€”11 -O N quot;7! _ ^ e 03 gt;(0 w, lt; ??. M Aantallept. pergez. veld na3 dagen Overge??nt enverder a??roob 1 week 3 weken Aantallept. pergez. veld na3 dagen Overge??nt ena??roob gekweektna 1 week 3 weken -H-f- BCDG -f-H- Resultaat: Alle leptospirae zijn na 3 X 24 uur zuurstofonttrekkingverdwenen. Overentings-proeven negatief. Controles goed. Conclusie: 3X24 uur zuurstofonttrekking doodt de leptospirae. Herhaling van de proef, met dien verstande dat de zuurstof1 X 24 uur wordt onttrokken (tabel III). Ana??roob TABEL 111. Acroob (Contr?´les) 7 dagenoude cul-tuur vanstam Aantallept. pergez. veldna1 dag Overge??nt cnverder a??roob iS Cnbsp;o: .gt; n) t.lt; ^ 1 week 3 weken Aantallept. pergez. veldna1 dag Overge??nt cnacroob gekweektna 1 week 3 weken gc??nfect.gc??nfcct. -H- -H- I I I I1111 BCDG -H- ? M I I -Hh -H- Resultaat: De uitslag is hier anders. De stammen D en G vertoonden



??? bij microscopisch onderzoek duidehjk nog enkele leptospirae.De beweeglijkheid was echter wel achteruitgegaan: voorallangzamer. Dat ze nog wel degelijk levensvatbaar warenblijkt uit de overenting, die bij beide stammen aansloeg. Dochook de stam C, waar microscopisch geen enkele leptospiraete zien was, bleek nog overentbaar te zijn, al was dit pasna 3 weken duidelijk. Hieruit blijkt wel, wat trouwens teverwachten was, dat het niet geoorloofd is op het microsco-pisch onderzoek een oordeel uit te spreken, over al dan nietafgestorven zijn van een cultuur. Controles zijn, afgezien van2 ge??nfecteerde culturen, goed. Conclusie : 24 uur zuurstofonttrekking is niet in staat de leptospiraeregelmatig te dooden. Herhaling van de proef, doch zuurstofonttrekking wordt2 X 24 uur volgehouden (tabel IV). TABEL IV. Ana??roob A??roob (Contr?´les) 7 dagenoude cul-tuur vnnstam y 2 ?¤r^ CX Su lt; s. Aantallept. pergcz. veld na2X24 u. Ovcrgc??nt cnvorder a??roob 1 week 3 weken Aantallept. pergez. veld na2X2-} u. Ovcrgc??nt cnacroob gekweektna 1 week 3

weken BCDG -H- -H-H- -t-H- -H- INI -H- -H- Resultaat: Microscopisch onderzoek: alle negatief. Geen der over-entingen gelukte. Controles: alle goed.



??? Conclusie : 2 X 24 uur zuurstofonttrekking heeft alle leptospirae gedood. Aangezien hiermede was gebleken, dat 2 X 24 uur zuurstof-onttrekking de kortste termijn was {in etmalen nauwkeurig)in staat de leptospirae te dooden, heb ik deze laatste proefnog 4 malen herhaald, waarvan de laatste 2 maal bovendiennog met 2 nieuwe stammen, nl. de Engelsche stam Stokesen de f-lollandsche stam M (Sch??ffner). Steeds waren de uit-komsten dezelfde, n.1. negatief, met ?Š?Šn enkele uitzondering,waarover later. Wel waren nu en dan bij het directe micro-scopische onderzoek enkele onbeweeglijke, passief in de vloei-stof drijvende leptospirae te zien, doch nooit slaagden deoverentingen. Het zou mogelijk zijn, althans denkbaar, dat afwezigheidvan zuurstof bij broedstooftemperatuur (30Â°) een anderen in-vloed uitoefende, als bij kamertemperatuur (Â? 15Â°). Daaromheb ik ?Š?Šnmaal de pot van Mc. Intosh gedurende 48 uur bijkamertemperatuur laten staan. Resultaat: De 4 gebruikte stammen waren afgestorven. Voorts is het mogelijk, dat de waterstof

een invloed tenkwade op den voedingsbodem had, bijvoorbeeld door ver-andering van de Ph. Daarom werden 4 buizen van Ph = 7,2,onge??nt gedurende 6 dagen in de Mc. Intosh geplaatst. Naopening bleek de Ph niet veranderd te zijn. Ook van eenanderen onbekenden invloed op den voedingsbodem viel nietste bespeuren. Een, op dezelfde wijze behandeld, stel cultuur-buizen werd onmiddellijk be??nt: alle stammen groeiden hieropeven snel als op de, ter controle be??nte, buizen, welke nietin de Mc. Intosh waren geweest. Bovendien zullen wij ons moeten afvragen of niet de af-wezigheid van zuurstof, maar de aanwezigheid van waterstofde leptospirae doodde. Daartoe zou het noodig zijn de lucht



??? in de flesch door een ander gas. bijvoorbeeld stikstof te ver-vangen, en de proeven daarmede te herhalen. Ik had geenstikstof ter mijner beschikking en heb mij daarom op devolgende manier moeten behelpen. De flesch van Mc. Intosh werd op de gewone wijze metwaterstof volgeblazen, alleen werd de waterstofstroom watlanger doorgevoerd. Er werd nu geen electrische stroom door-geleid: er bleef dus eenige lucht in de flesch. hetgeen ookbleek uit de indicator, die blauw werd. In deze waterstofrijkeen zuurstofarme atmospheer gelukte het nu regelmatig deleptospirae in leven te houden, zelfs wanneer de culturen er3 of 4 dagen in werden bewaard. Wanneer de waterstofwerkelijk een vergif was, zouden de culturen toch zeker weleenigen invloed ervan ondervinden, ook al is de concentratieniet zoo sterk als bij absolute luchtverdrijving. Maar. zooalsgezegd, hiervan was niets te bemerken: de leptospirae blevenrustig in leven. Eindelijk heb ik nagegaan of wellicht de leeftijd der cul-tuur invloed had op het gedrag ten opzichte der zuurstof-onttrekking.

Allereerst gebruikte ik 3 weken oude culturenvan de stammen B. C. D en G. en plaatste die 24 uur inde flesch, daarna een nieuw stel 48 uur. (Zie tabellen V en VI.) -H- TABEL V. Ana??roob Acroob (Contr?´les) 3 wekenoude cul-tuur vnnstam igt; JS 3 ??lw c ogt; gt; fl ult; ^ Aantallept. pergcz. veld na24 uur Ovcrgc??nt cnverder acroobna 1 week 1 3 weken Aantallept. pergcz. veld na24 uur Ovcrgc??nt cna??roob gekweektna 1 week 3 weken BCDG -H-h -H- -H- -H- gc??nfcct. gc??nfcct.



??? TABEL VL A??roob (Contr?´les) Ana??roob 3 wekenoude cul-tuur vanstam aii O jCu co gt; Aantallept. pergez. veld na48 uur Overge??nt enverder a??roob 1 week 3 weken Aantallept. pergez. veld na48 uur Overge??nt ena??roob gekweektna 1 week 3 weken ge??nf. -Hh MM BCDG -H- MMge??nfect. -H- I I I I Resultaat: De stam G is na 24 uur ana??roob te zijn bebroed nietdood. de andere wel. Na 48 uur bebroeden zijn ze alle dood. Daarna heb ik 3 dagen oude culturen van dezelfde stam-men aan dezelfde proeven onderworpen; n.1. 24 en 48 uur.Ik zal hiervan niet de tabellen geven, doch uitsluitend deresultaten mededeelen. Na 48 uur waren ze alle afgestorven.Na 24 uur meende ik in ?Š?Šn van de buizen (stam B) nogenkele levende spirochaeten te zien, doch de overenting mis-lukte, evenals van de 3 andere stammen. Deze jonge culturenbleken dus na 24 uur zoodanig beschadigd te zijn, dat ze nietmeer overentbaar waren. Het aantal leptospirae van het uitgangsmateriaal, met anderewoorden, de dichtheid van de gebruikte cultuur speelt hierbij

eenrol. Een groot aantal leptospirae is na 24 uur al vernietigd,slechts een gedeelte overleeft. Hoe meer leptospirae beschikbaarzijn, des te meer kans, dat een voldoend aantal in leven blijft. Ik moet hier tenslotte nog mededeeling doen van ?Š?Šn proef,die met de andere niet in overeenstemming is. Het is mijnamelijk ?Š?Šnmaal overkomen, dat de stam G na 48 uurana??roob te zijn gekweekt nog behoorlijk beweeglijke en over-entbare vormen bevatte. Ik heb daarom van dezen stam G



??? nog ?Š?Šnmaal 4, zeven dagen oude en dichte, culturen (alle4 afge??nt van verschillende G-buizen) nu gedurende 3 X 24 uurin de Mc. Intosh geplaatst. Resultaat: alles afgestorven. Summa summarum, meen ik uit bovenstaande proeven temogen concludeeren, dat de door mij gebruikte Weil-stammenobligaat aerobe micro-organismen zijn; dat anaerobe kweekinggedurende 24 uur een vrij groot gedeelte der culturen doodt; datna 48 uur anaerobe cultuur zoo goed als altijd alle leptospiraeafgestorven zijn, maar dat na 72 uur ook de laatste zijn gedood. Hebben wij, blijkens het voorgaande, nu gezien dat deleptospirae een geheele onttrekking van zuurstof niet over-leven, thans rijst de vraag, hoe zij zich gedragen in een om-geving, waaraan de zuurstof gedeeltelijk is onttrokken. De techniek van dergelijke proeven is lastig. Want wemoeten hier werken met toestellen, waarbinnen de druk ge-ringer is, dan die van de buitenlucht en het is moeilijk hetdrukverschil constant te houden, tenzij wij dit drukverschilneutraliseeren door aanvulling met een ander gas.

Wel zijnhiervoor verschillende toestellen aangegeven, onder anderende klok van Klein (die trouwens berekend is op een lucht-ledig), doch gewoonlijk vindt men den volgenden dag demanometer weer opgeloopen. Althans zoo ging het mij. Ten-slotte heb ik nog het meeste baat gevonden bij een eenvoudigeglazen flesch, met vlakke bovenrand, waarop een glazen dekselpaste, met kraan. Hiermede is het enkele malen gelukt deninwendigen druk eenige dagen vrijwel constant te houden. Deafsluiting geschiedde met behulp van wasvaseline volgens vanRiemsdijk: 70gram was opsmelten, hierbij 30 gram vaseline men-gen en laten stollen. Als controle werd een zelfgemaakte kwik-manometer in dc flesch geplaatst; de bedoeling hiervan was nietzoozeer den juistcn druk af te lezen (hiermede zouden, in verbandmet de gebrekkige constructie, toch fouten worden gemaakt),doch te contr?´leeren of de druk in de flesch constant bleef.



??? Eerste proef: In de flesch worden geplaatst drie goed ge-groeide stammen van 1 week oud, en 3 juist van dezelfdebuizen afge??nte culturen. Als controles werden 2 van dezelfdestellen buizen buiten het toestel, dus bij gewone atmosphe-rische druk geplaatst. De flesch werd leeggezogen tot hetniveauverschil in de beide beenen der manometer 1 c.M. be-draagt. Na 24 uur is deze afstand gelijk, na 48 uur is hetverschil iets- grooter geworden, n.1. 1.2 cM. Na 72 uur be-draagt het 2 c.M. Er was dus een lek. Ik heb op dit oogenblikde proef dan ook afgebroken. TABEL Vn. Gebruiktmateriaal Aantalleptospirae pergezichtsveld Na 72 uur bijÂ? 1 ?  2 cM.Hg. Verdergewoongekweektna 1 week I 3 weken Contr?´les(Normale om-standigheden)na 72 uur I 1 week B 7 dagen D 7 .. G 7 â€ž B \' juist ge??ntD\' G\' -f Â? 1 pcrgez.v,1 op 3 .. 1 op 2enkele onbeweeg-lijke schimmenenkele schimmen, onbeweeglijkenkele zeer dunnebeweeglijke lept. 5 goed beweeg-lijke per gez.veldÂ? 25 goed be-weeglijke p.gez.v. -H- f-H- H- -H- -Hr-K 4- -H-f- 4-4- Resultaat (tabel VII):

Microscopisch zijn uit alle 7 dagen oude culturen de lepto-spirae voor een groot deel verdwenen: wel zien we hier cn daarenkele schimmen, doch deze zijn niet beweeglijk, behalve bij stamG, waar ze zeer dun schijnen, doch zich nog vrij normaal bewegen.In de juist ge??nte culturen daarentegen heeft, tenminste bij D\' enG\', nog eenige vermeerdering plaats gegrepen. Bij verder voort-gezette kweeking onder normale omstandigheden, blijkt alleenstam G nog levensvatbaar te zijn, alle andere zijn afgestorven.



??? Conclusie : Bij dezen geringeren zuurstofdruk kunnen 2 stammen nietblijven leven, alleen stam G, die ook bij algeheele zuurstof-onttrekking het meest resistent is gebleken te zijn, heeft hethier evenzoo uitgehouden. Herhaling van de proef, met dien verstande, dat de drukwordt verminderd tot ongeveer Vs atmospheer. Het niveau-verschil in de beenen van de manometer bedraagt 25 c.M.Het lukte deze keer de druk gedurende 6 X 24 uur constantte houden. Er werden alleen juist ge??nte culturen gebruikt. Resultaat (tabel VIII): Alle stammen bleken na 6 dagen nog in leven te zijn enzich te hebben vermeerderd, doch minder dan de controles. TABEL VIII. Gebruiktmateriaal Aantal leptospiraeper gezichtsveld Na6 dagenbij Â? Vsatmosph. Verdergewoongekweekt1 w. later Controles (voort-durend gewoongekweekt)na 6 dagen Â? 1 op 2 gcz.veldenidemidem 1 per gezichtsveld 1nbsp;op 2 gezichtsveld. 2nbsp;per gezichtsveld BCDGMSt :S W Ol -H- gc??nfcct.-H- I I I I4- vccl agglutinatie) Dat zij alle nog goed levensvatbaar zijn bewijst kolom 4, diehet

resultaat weergeeft na 1 week normale bebroeding. Welviel het op, dat bij sommige stammen (D, C en B) de bewe-gingen veel langzamer waren dan we gewend zijn te zien. Conclusie: In een spanning van ongeveer Vs atmospheer sterven deleptospirae niet af, maar zijn nog in staat zich te vermeer-



??? deren, al is het langzamer dan onder normale omstandig-heden. De normale luchtdruk lijkt dus gunstiger voor deleptospirae dan deze verminderde. Dit zijn de eenige proeven, die ik hieromtrent heb genomenZooals van zelf spreekt zijn ze onnauwkeurig en uiterst on-volledig. Onnauwkeurig, omdat ik niet in staat was den drukin de flesch met voldoende zekerheid te bepalen, waarvoorik een gecontroleerde manometer en barometer ter mijnerbeschikking had moeten hebben, de juiste inhoud van deflesch, de temperaturen en de uitzettingsco??fflci??nt van lucht inrekening had moeten brengen. Onvolledig, omdat het nood-zakelijk was geweest ook bij andere verdunningen en bij her-haling het gedrag der leptospirae na te gaan. Bovendien rijstde vraag, in hoeverre nu werkelijk het gebrek aan zuurstof,dan wel de vermindering van den druk een rol spelen. Inhet laatste geval zou het dus een mechanisch moment zijn,dat de leptospirae be??nvloedde. Om dit uit te sluiten zou ikhet ontstane drukverschil hebben moeten neutraliseeren, dooraanvulling met

een indifferent gas, of direct van een synthe-tisch gasmengsel uitgaan en daarmede de luchtledige fleschvullen. Ik heb hiertoe tot mijn spijt geen gelegenheid gehad.Toch heb ik gemeend deze beide proeven hier te moetenvermelden, omdat ze althans eenige â€” zij het een geringe â€”aanwijzing geven, dat de optimumzuurstofspanning niet zoobizonder laag moet worden gezocht.



??? HOOFDSTUK V OVER DEN INVLOED VAN ZUURSTOF INOVERMAAT OP HET LEVEN VAN DELEPTOSPIRA ICTEROHAEMORRHAGIAE In het vorige hoofdstuk zagen wij dat de leptospira ictero-haemorrhagiae niet leven kan zonder zuurstof. De vraag dringtzich aan ons op, welken invloed een overmaat van zuurstofop de leptospirae heeft. Voor zoover ik heb kunnen nagaanzijn hierover nog geen onderzoekingen gedaan. De enkeleproeven welke ik heb genomen, waren op de volgendewijze ingericht. Een metalen bus, van ongeveer 5 liter inhoud, met een2 centimeter brcede, liggende en geheel vlakke koperen rand,wordt gesloten met een zware ijzeren deksel, eveneens metkoperen rand, die precies past op de rand van de pot. In deze deksel bevinden zich twee buizen niet kranen,waarvan een dient als toevoer-, ?Š?Šn als afvoerbuis voor dezuurstof. In de bus worden de te onderzoeken leptospiraegeplaatst. De deksel wordt gesloten en met plasticine zoogrondig mogelijk afgesloten. Aangezien ik niet beschikte overeen cylinder met zuurstof,

moest ik dit gas zelf maken, doormiddel van droge verhitting van een mengsel van kalium-chloraat en bruinsteen in een retort. Hierdoor ontstaat eenovervloedige en zeer regelmatige zuurstofgasontwikkeling.Ik gebruikte een hoeveelheid chloras kalicus, voldoende omongeveer 30 liter zuurstof te maken. Het ontwijkende gas



??? wordt door een waschflesch geleid. Als de lucht uit retort,waschflesch en verbindingsbuizen verdwenen was en uit dewaschflesch zuurstof te voorschijn kwam, die werd aangetoondmet behulp van een smeulende houtspaander, welke onmid-dellijk helder moest opvlammen, werd de toevoerbuis van depot met de waschflesch verbonden, waardoor de zuurstof dusin de bus werd geleid. Spoedig kon het ontwijkende gas bijde uitmonding der afvoerbuis worden aangetoond. De door-strooming werd volgehouden tot het chloras kalicus geheelverbruikt was en de zuurstofstroom duidelijk minder sterkwerd. De beide buizen werden dan dadelijk gesloten en hettoestel in de stoof geplaatst. lederen dag werd de zuurstof-doorstrooming herhaald, met dien verstande dat nu telkensongeveer 15 hter werd doorgeleid. Dit geschiedde, om even-tueel ontstane gaswisseling met de buitenlucht, waardoor dezuurstofspanning dus zou verminderen, te neutraliseeren. Ikgeloof niet, dat deze gaswisseling belangrijk zal zijn geweest,omdat de pot goed sloot en omdat de druk

binnen en buitengelijk was, namelijk atmospherisch. Deze dagelijksche behandeling maakte het noodzakelijk hetinstrument gedurende ongeveer een half uur uit de stoof tenemen, waardoor de culturen aan temperatuursverlaging werdenblootgesteld. Ofschoon dit aan den groei der leptospirenzeer waarschijnlijk geen afbreuk zal hebben gedaan, heb iktoch altijd alle controles gedurende denzelfden tijd ook uitde stoof genomen, waardoor de temperatuursomstandighedenvoor beide groepen culturen dus geheel gelijk bleven. Ik benovertuigd op deze wijze geen zuivere zuurstofatmospheer tehebben verkregen, toch geloof ik niet, dat het er heel veelvan zal hebben verschild. Allereerst werden nu 7 dagen oude, goed gegroeide culturenvan de stammen B, C. D en G in het toestel gebracht endaar 7 dagen in gelaten (tabel IX). Bij onderzoek na openingblijkt het dat van alle stammen het aantal leptospirae pergezichtsveld is achteruitgeloopen (kolom 3). Ook met stam



??? G is dit het geval, ofschoon het aantal boven 200 per ge-zichtsveld bleef en dus niet in het aantal kruisjes tot uit-drukking kwam. Deze stammen worden nu overgezet en hetrestant, benevens de overentingen, op de gewone wijze verdergekweekt (kolommen 4 en 5). Ze blijken alle nog overent-baar te zijn. Als controles werd de helft van de oorspronke-lijke culturen onder atmospherische omstandigheden gedurende1 week bebroed, daarna overge??nt. Alle controles blijkengoed te groeien. TABEL IX. g-3 Â?g ^ gt; quot;i?¤ Sja ? lt; D. T3? ^ 3 N-.3 4Â?N 03(8 _ u Z-H g. gt; u uo W _ S ?¨l-S c gt; ^ yÂ§1 ^ S lil ^s-i-g ?Žis^2gg|O â€žT3 ? BCDG 1 1 1 1. 1 1 1 Iccggcloopcn1 1 1 1111 1 gt; 1 1 1111 lilt.) 1 1 1 1 1III r 1 1 1tilt -t-\'i 1 }â€?1111 M 1 I-1 1 1 1 1 1 1 i-4 l-\'l\' 1 1 1 11 1 1 lil1 1 1 1 1 11 1 1 1 I-I-4- 1 1 t INI 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 lil1 1 1 1 1 1lilt \\ \\ i1 1 1 1 1 1 1 1gc??nfcct. 1 1 1 1 \'III â– i 1 l-f- INI Conclusie : 1 dagen oude culturen worden na 7 dagen te zijn gekweektin een zuurstofrijke omgeving, niet gedood; ze blijven goedoverentbaar. Wel

vermindert het aantal leptospirae per ge-zichtsveld, zoodat we den indruk krijgen, dat deze zuurstof-atmospheer toch minder gunstig voor hen is dan de lucht. De proef wordt herhaald met 3 culturen van 12 dagenoud (B, C en D); 2 van 16 dagen oud (B en G) en 3 van22 dagen oud (C, D en G). I^et resultaat is hetzelfde: deculturen sterven niet af, gaan in den regel wel wat achteruitin aantal per gezichtsveld, doch blijven overentbaar. Het uiterlijk van de leptospirae, en de beweeglijkheid, ver-toonen na opening van het toestel, evenmin als in de vorigeproef, eenige verschillen met de controles.



??? Conclusie: Deze goed gegroeide culturen, tot 22 dagen oud, worden nietgedood na 7 dagen bebroeding in een zuurstofrijke omgeving. Herhaling van de eerste proef, namelijk 7 dagen oudeculturen van B, C, D en G. met dien verstande, dat het toestelgedurende 7 dagen bij kamertemperatuur wordt geplaatst. Resultaat: Alle culturen zijn in leven en goed overentbaar. Hierna heb ik nagegaan, hoe pas ge??nte culturen zich ge-dragen. Het resultaat van deze proef vindt men in tabel X. TABEL X. Direct naenting pergezichtsveld Na 7 dagenin zuurstof-atmospheerper gez. veld 1 week ge-woon verderkwcekcn Overenten en1 week ge-woon verderkweeken Controle :gewone be-broeding na1 weck B Â?2 lept.G Â? 1 â€žC Â?1 ..D Â?2MÂ?2 Â? 1 lept.Â?2 â€žÂ?2Â?2 â€ž Â? 1 op2gez.v. 1 t ( 1 1 1 1 t 1 1 \'III1 1 1 1 1 11111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 ( ( t 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 \'1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11111 -tâ€”r-f- 1 1 1 1 1 1 1 De overentingen geschiedden eenigszins ruim om te trachttendirect na de enting minstens gemiddeld 1 leptospira per ge-zichtsveld

te hebben. Ik telde 5 gezichtsvelden en nam daarvanhet gemiddelde. De tweede kolom geeft het aantal leptospiraeper gezichtsveld aan, na 7 dagen plaatsing in het toestel. Ookhier berekende ik het gemiddelde uit 5 gezichtsvelden. Wezien er in de eerste plaats uit, dat er van een duidelijke ver-meerdering geen sprake is. Men krijgt den indruk, dat de toe-stand blijft, zooals hij is. Verder valt bij het microscopischonderzoek op, dat bijna alle leptospirae dun en klein zijn.De beweeglijkheid is normaal, behalve bij stam M, waar



??? bovendien de minste leptospirae waren. Wanneer wij nu dezestammen overenten en, evenals het restant, verder kweeken,dan zien we dat alle culturen goed aanslaan, dus dat zegeen van alle hun overentbaarheid hebben verloren. Welgroeit ook hier de stam M langzamer dan de andere; maarhet uiterlijk van de leptospirae is geheel normaal en er iseen duidelijke vermeerdering. Conclusie: Pas overge??nte culturen, gedurende 7 dagen in een zuurstof-atmospheer gekweekt, worden niet gedood, maar schijnen onderdeze omstandigheden niet in staat zich te vermeerderen. Deze proef wordt, geheel op dezelfde wijze, nog eenmaalherhaald, doch nu uitsluitend met de stammen B, C, D en G.De resultaten zijn hetzelfde: van een vermeerdering is nietste zien, doch evenmin zijn de stammen gedood. In een volgende proef wordt nu getracht na te gaan ofgedeeltelijke afsluiting van de zuurstofrijke omgeving eenigeninvloed heeft op het gedrag van de pasge??nte culturen inhet toestel. Dit wordt getracht te bereiken door de cultuuronmiddellijk na de enting te

overgieten met een ongeveer5 c.M. dikke laag vloeibare paraffme. Want al diffundeertde zuurstof â€” zooals reeds werd opgemerkt â€” hier door-heen. toch zal dit niet in zoo sterke mate het geval zijn, dater geen verschil zou bestaan in zuurstofaanraking tusschen debuizen met en zonder parafline. De proef wordt nu als volgt ingericht. Van elke stamworden 4 buizen tegelijkertijd ge??nt met gelijke hoeveelhedencultuur. ?‰?Šn hiervan wordt voorzien van de paraffine. Dezegaat met ?Š?Šn van de andere in het zuurstoftoestel, de derdewordt in de lucht verder gekweekt, de vierde wordt ook vanparaffme voorzien en evenzeer in de lucht verder gekweekt.Het resultaat volgt uit tabel XI. In de eerste plaats zien we datde niet van paraffme voorziene buizen, welke in de zuurstof-



??? TABEL XL ca D. gt;t: c N Na 7 dagenin zuurstof-atmospheerzonder paraff. Na 7 dagenin zuurstof-atmospheermet paraffine Na 7 dagenbebroedingonder normaleomstandigh.zonder paraff. Na 7 dagenbebroedingonder normaleomstandigh.met paraffine B 2 lept.C2 â€žD3G1 â€ž 2nbsp;lept. per gez.veld nbsp;3...... 1...... 2...... Â? 15 lept. p.gez.v. Â?5 ...... Â? 10 ...... Â?25 ...... t t 1 1 1 1 1 â– III -H-H -H- 1 I 1 1 1 1 1 1 -H- HH-1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 atmospheer hebben vertoefd, geen vermeerdering in aantal tezien geven. Alle stammen zijn behoorlijk beweeglijk. Ook nu valtechter weer op, dat de leptospirae dun en kort zijn. De culturenechter, welke onder de paraffinelaag in de zuurstofatmospheerzijn gekweekt, hebben zich wel vermeerderd. Ook deze herber-gen goed beweeglijke leptospirae, welke echter niet zoo dunschijnen als de leptospirae, die zonder paraffine zijn gekweekt.Ofschoon hier dus wel degelijk een vermeerdering heeft plaatsgevonden, is deze toch duidelijk minder dan de groei, die inde buiten het toestel geplaatste buizen is opgetreden

(4e kolom).In de laatste kolom is de groei weergegeven in de buizendie in de lucht, doch onder paraffine, zijn gekweekt. Er isgeen verschil in dichtheid te bemerken met de, zonder paraf-fine gegroeide, culturen. De beide series buizen uit het zuurstoftoestel worden opde gewone wijze verder gekweekt en daarna overge??nt. Alleculturen zijn na 1 week goed gegroeid (tabel XII); ook deoverentingen slaan goed aan. Er is nergens een verschil tezien in groei en evenmin in beweeglijkheid, tusschen de alof niet met paraffine voorziene buizen. Deze proef wordt nog eens herhaald met de stammen B,C, D en M. De resultaten zijn hetzelfde, met dien verstandedat alle D-buizen ge??nfecteerd zijn, en daarom bij de beoor-



??? deeling uitgeschakeld moeten worden. Afgezien hiervan zienwe echter ook nu geen groei, maar wel blijven leven, in debuizen zonder paraffine in de zuurstof: duidelijke, zij het geenovervloedige groei, in de buizen met paraffine, en verdergeen verschil in groei tusschen de onder normale omstandig-heden gekweekte buizen, al of niet met paraffine afgesloten. Deze beide proeven leeren ons dus, dat de rijke zuurstof-atmospheer pas ge??nte culturen van leptospira icterohaemorr-hagiae in een week niet doodt, doch wel de deeling belet.Onder normale omstandigheden gebracht, blijken ze nietsvan hun vitaliteit te hebben ingeboet: deeling geschiedt opnormale wijze en overentingen gelukken steeds. Tevens zien we. dat aanbrengen van vloeibare paraffineop de cultuur v????r het plaatsen in de zuurstofrijke omgevingtengevolge heeft, dat er wel groei plaats heeft. Uit ?Š?Šn en ander kan worden afgeleid dat er voor deleptospira icterohaemorrhagiae, althans voor haar deeling,een maximum van zuurstofspanning bestaat, boven welkmaximum geen

vermenigvuldiging kan plaats vinden, en datin ieder geval lager is gelegen dan 76 c.M. zuurstofspanning. TABEL XIL



??? Ook een paraffine laag op de ge??nte buizen aangebracht isniet in staat, de zuurstof in voldoende mate tegen te houdenom het optimum te bereiken, ofschoon de deelingsvoorwaarden blijkbaar niet zoo ongunstig zijn. Tenslotte zouden we uit de dubbele rij controles kunnenbesluiten, dat er geen verschillen zijn aan te toonen bijkweeking in de lucht met of zonder paraffine. Het laatste isin tegenspraak met de opvattingen van Ungermann en vanKaneko, in overeenstemming met de meening van Grifpthen van Manteufel.



??? HOOFDSTUK VI OVER DE FILTRABILITEIT VAN LEPTO-SPIRA ICTEROHAEMORRHAGIAE DOORENTKEIMUNGS-FILTERS VAN SEITZ De aanleiding tot filtratie proeven heeft voor mij hierinbestaan, dat ik pogingen in het werk wilde stellen tot hetaantoonen van een toxine in rijk gegroeide leptospiren cul-turen. De Seitz-filters zijn hiervoor geschikt, omdat het moge-lijk is snel een vrij groote hoeveelheid te filtreeren. Ofschoon,zooals bekend is, een groot aantal onderzoekingen zijn ver-richt over de filtrabiliteit van de leptospirae door Berkcfeld-en Cbamberland-filters, welke onderzoekingen tot zeer tegen-strijdige resultaten hebben geleid, geloof ik, dat de Seitz-filtersnog niet zijn beproefd. Ik had tot mijn beschikking 3 modellen, namelijk 3, 6 en H.Deze getallen geven alleen aan de diameter van de filter-schijven, Die van 3 en H c.M. worden op dezelfde wijzebevestigd met vleugelmoeren. Die van 6 c.M. worden dooraanschroeven van het opzetstuk in zijn geheel, vastgeklemd.Deze laatste methode geeft minder goede resultaten dan dceerste. Ik

besloot nu het kleinste filter te gebruiken, dusnummer 3, omdat 14 zeer groote hoeveelheden van de tefiltreeren vloeistof gebruikt, waarvan dan nog bovendien vrijveel door adsorptie in dc filtcrschijf verloren gaat. Teneinde eenig inzicht te verkrijgen in de betrouwbaarheidvan deze filters ten opzichte van bacteries, heb ik als voor-



??? proeven eenige malen verschillend dikke emulsies vanpyocyaneus bacillen en van vogelcholera bacillen gefiltreerd.24 uur oude pyocyaneus- en vogelcholera culturen pp scheveagar, worden met physiologische keukenzoutoplossing afge-schud en daarna in de schudmachine zoo goed mogelijk ge-emulgeerd. Van deze emulsies wordt, door vergelijking meteen standaard emulsie van bekende sterkte, grofweg hetaantal kiemen per c.c.M. berekend, daarna worden met phy-siologische zoutsolutie verschillende verdunningen gemaakt,waarvan dan telkens 5 c.c.M. wordt gefiltreerd. Het fikraat wordt dan ruim ge??nt op scheve ascites agar,in runderbouillon en in steek in hooge agar, daarna 2 X 24 uurbebroed bij 37Â°. Het resultaat van de filtratieproeven metbacillus pyocyaneus ziet men in tabel XIII. Hieruit kunnenwe dus besluiten, dat volgens deze proeven, pyocyaneus-bacillen emulsies minstens tot een sterkte van 5000 millioenkiemen per c.c.M., door dit filter worden tegengehouden. TABEL XIII. Pyocyancus-filtratic Aantal kiemenper c.c.M.

Negatieve druk Duur derfiltratie Fikraatna 48 uurbedroeding 5000 millioen 60 cM. Hg. IV.\' Kiemvrij 2500 65 ., .. 2\' â€ž 1000 60 .. 2\' 500 60 ., ., 75quot; Vogelcholerabacillen gaan er gemakkelijker doorheen, zooalswe kunnen zien uit tabel XIV. In alle sterktes waren debacillen het filter gepasseerd. We zien dus hieruit, dat devogelcholera-bacillen door dit E. K.-filter, bij den toegepastennegatieven druk niet worden tegengehouden. Ik heb de filtratieproeven met pyocyaneus bacillen nog



??? 77 TABEL XIV. Vogelcholera- bacillen Aantal kiemenper c.c.M. Negatieve druk Duur derfiltratie Filtraatna \'IS uurbebroeding 5000 millioen25001000500 60 c.M. Hg. 2\'2\' IV.\'2\' groei vanvogelcholeraidemidemidem eenige malen herhaald, in dier voege, dat ik slechts met ?Š?Šnconcentratie werkte, namelijk 5000 millioen per c.c.M. Vande 3 herhalingen bleken de fikraten 2 maal steriel te zijn. De3e maal bleek het te zijn ge??nfecteerd met een staphylococcus,pyocyaneus-bacillen werden er echter niet in aangetoond. Uit deze proeven blijkt, dat de filtratie ten opzichte vanvogelcholerabacillen niet zoo gunstig is als door de grooteE.K.-filters. no. 14, zooals die in het Rijks-Serologisch Insti-tuut zijn genomen. Intusschen mag niet uit het oog wordenverloren, dat bij deze laatste proeven de bacillen gesuspen-deerd waren in serum, hetgeen van invloed op de doorlaat-baarheid kan zijn geweest. Op deze wijze hebben we dus cenigszins een indruk ge-kregen van de waarde dezer filters. Men dient evenwel inhet oog te houden, dat er tusschen de E. K.-filters en

deChamberland- en Berkefeld-filters dit verschil bestaat, dat delaatste meerdere malen kunnen worden gebruikt, terwijl inde eerste, na ?Š?Šnmalig gebruik, de filterschijf moet wordenvervangen door een nieuwe. Kan men dus Chamberland- cnBerkefeld-filters vooruit op doorlaatbaarheid onderzoeken cndaarna hetzelfde filter voor dc proeven gebruiken, bij deE. K.-filters krijgt men een indruk van dc doorlaatbaarheidvan de te gebruiken fiiterschijvcn in het algemeen, cn moetmen cr dus op vertrouwen, dat deze alle even veel of evenweinig doorlaatbaar zijn. Ik heb wel eens den indruk ge-



??? kregen, dat dit niet altijd het geval was. Ik heb daarom bijmijn filtratie-proeven met leptospira icterohaemorrhagiae steedstegelijk een emulsie van pyocyaneus meegefiltreerd. Dezeemulsie was ongeveer 5000 millioen kiemen per c.c.M. sterken er werd steeds een mengsel gefiltreerd van gelijke hoeveel-heden leptospirencultuur en bacillen-emulsie, zoodat we in ditmengsel een pyocyaneus-concentratie van ongeveer 2500 mil-lioen per c.c.M. als controle meenamen. Ik heb nu van de stammen B, C, D en G culturen vanverschillenden leeftijd gefiltreerd, en wel 3 dagen oude, 1 weekoude en 3 weken oude kweeken. De fikraten werden on-middellijk na afloop van de proef in het donkere veld opleptospirae onderzocht en evenzoo op steriliteit, volgens dereeds aangegeven methode, ten opzichte van pyocyaneus.Wanneer het microscopisch leptospirae-onderzoek negatiefwas werd 1 c.c.M. van het filtraat op verschen voedings-bodem overge??nt en na 1 week en zoo noodig ook na3 weken opnieuw microscopisch onderzocht. Was intusschen gebleken, dat

op de agar- en bouillon-buizen pyocyaneus groeide, dan werd de proef als misluktbeschouwd en overgedaan. Ik moge hier dadelijk bijvoegendat ik hierdoor 3 proeven heb moeten overdoen, waaruit dusbleek, dat de filters voor pyocyaneus toch niet zoo weinigdoorlaatbaar waren, als uit de beschreven voorproeven wel zou kunnen blijken. De uitslag van de leptospirae-filtratie is als volgt : Filtratie van 3 dagen oude culturen. Stam B : Na lang zoeken werden tenslotte in ?Š?Šn gezichts-veld 2 zeer goed beweeglijke leptospirae gevonden. Pyocyaneus-contr?´le goed. Stam C en D: Bij beide in het allereerste gezichtsveld aldadelijk 2 resp. 3 normaal uitziende leptospirae. Van verderzoeken werd afgezien. Pyocyaneus-contr??le goed. Stam G: In het eerste gezichtsveld 9 leptospirae. Pyocya-



??? neus-contr?´le : gegroeid. De proef werd overgedaan. Nu warener enkele leptospirae-minder ; toch nog ongeveer gemiddeld5 per gezichtsveld (gemiddelde van 10 gezichtsvelden). Pyocya-neus-contr?´le : steriel. Conclusie : 3 dagen oude culturen worden niet tegen gehouden. Datstam G nog wat minder scheen te worden tegenhouden dande andere stammen, kan misschien een gevolg zijn van hetfeit, dat de cultuur dikker gegroeid was dan die van deoverige stammen. Filtratie van 1 week oude culturen. Stam B: In het eerste onderzochte gezichtsveld werdendirect leptospirae gevonden. Controle: goed. StamC: Microscopisch onderzoek negatief; controle: steriel.Overge??nt: na 1 week en na 3 weken geen leptospirae. Stam D : Als stam B, doch aangezien de controle ook hierwas gegroeid, werd de proef overgedaan. Er worden nu bijhet microscopisch onderzoek 1 ?  2 leptospirae per gezichts-veld gevonden, terwijl de controle steriel was. Stam G: Microscopisch onderzoek negatief. Pyocyaneus-contr?´le: steriel. Het filtraat wordt op voedingsbodem

ge??ntcn na 1 week onderzocht. De cultuur blijkt uitstekend ge-groeid, ongeveer 100 leptospirae per gezichtsveld bij 200-voudige vergrooting. Conclusie : 1 week oude culturen worden niet tegengehouden bij 3van de 4 stammen. Stam C scheen in dit geval te zijntegengehouden. We mogen echter niet vergeten dat hetnegatief blijven van de kweek nog geen absoluut bewijs is,dat er geen leptospirae aanwezig zijn. Want het is meermalengebleken, dat culturen niet aanslaan, als er slechts enkeleleptospirae aanwezig zijn. Een uitweg zou in dit geval cavia



??? enting hebben kunnen zijn. Dit heb ik niet kunnen doen, omdatde stammen op dat moment voor caviae zoo goed alsavirulent waren en ik daarom geen positieve uitkomsten konverwachten. Filtratie van 3 weken oude culturen. Stam B en C: Microscopisch geen leptospirae te vinden:overentingen na 1 en 3 weken negatief; controles blijvensteriel. Stam D : Microscopisch 2 ?  3 leptospirae per gezichtsveld.Controle ge??nfecteerd. Herhaling van de proef: 2 leptospiraeper gezichtsveld. Controle steriel. Stam G: Microscopisch onderzoek 3 leptospirae per ge-zichtsveld. Controle: Steriel. Conclusie : Van de 4 stammen konden er 2 in het filtraat niet meerworden aangetoond. 2 wel. Ofschoon ik uit deze negatieveresultaten niet kan concludeeren. dat er werkelijk geen enkeleleptospira meer in aanwezig was, volgt toch in ieder gevaluit de proeven met de 2 andere stammen, dat ook oudereculturen van leptospirae door dit filter niet met regelmaatkunnen worden tegengehouden. Eindconclusie : Het 3 c.M. groote E. K.-filter is ongeschikt om

leptospiraicterohaemorrhagiae van de cultuurvloeistof te scheiden. Zooals ik in het begin van dit hoofdstuk reeds heb op-gemerkt, berichten sommige onderzoekers over positievefiltratieresultaten, andere over negatieve, zoowel door Berke-feld- als door Chamberland-filters. Zij, wien filtratie geluktis (onder andere Dietrich, Martin en Pettit, Inada, H??hneren Reiter, Van Thiel) zijn al even positief in hun uitsprakenals degenen aan wie het niet is gelukt (o.a. Uhlenhuth enFromme). Margaretha Zuelzer is overtuigd dat de leptospira



??? icterohaemorrhagiae niet filtreerbaar is en dat overal waarhet virus filtreerbaar scheen, gewerkt was met onbetrouwbarefilters. Zoo eenvoudig is de zaak, naar het mij voorkomt,zeer zeker niet. Want de meeste onderzoekers geven aan,dat ze hun filters voortdurend controleerden. Ik heb trouwenszelf ook verscheidene malen, zoowel na filtratie met Berke-feld- als met Chamberland-filters L 2 en L 3, de leptospiraein het filtroat kunnen aantoonen, terwijl de filters tegelijker-tijd werden gecontroleerd. Daar staat evenwel tegenover, dathet mij ook wel is overkomen, dat de leptospirae werdentegengehouden, terwijl ik, voor zoover ik heb kunnen nagaan,onder geheel gelijke omstandigheden en met gelijke culturenheb ge??xperimenteerd. Ook de uitkomsten der filtratie-proevendoor E.K.-filters waren bij mij soms in tegenstelling met watik verwachtte. Ik waag het niet voor deze tegenstrijdigheden een ver-klaring te geven. Men moet echter niet uit het oog verliezendat filtratie door dergelijke filters slechts voor een gedeelte,misschien zelfs voor een klein gedeelte,

beheerscht wordtdoor de verhouding in afmetingen tusschen de te filtreerenpartikels, in dit geval de leptospirae, en de diameter van dekanaaltjes in de gebruikte filters. Zonder twijfel speelt adsorptie ook een rol. En dezehangt met de electrische ladingen van filtersysteem en tefiltreeren cultuur ten nauwste samen. Eenigszins is dit te ver-gelijken met een bekend verschijnsel uit de kollo??dchemie,hetwelk hierin bestaat dat een positief geladen sol, niet dooreen bepaald negatief geladen filter heengaat, een negatiefgeladen sol van dezelfde deeltjes grootte, daarentegen gemak-kelijk. Ik hoop in de gelegenheid te zijn hiernaar nog onder-zoekingen in te stellen.
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??? STELLINGEN I. De leptospira icterohaemorrhagiae is een obhgaat a??roobmicro-organisme. II. De leptospira icterohaemorrhagiae is in het bezit van eenzoogenaamde asdraad. III. De opvatting van Hcnschen. dat de maculavezels ..insel-formigquot; op de hersenschors zijn geprojecteerd, is onjuist. IV. De. in de vagina van zwangcrcn veelal aanwezige, tricho-monaden hebben geen invloed op de morbiditeit in hetpuerperium. V. Bij epidemie??n van koortsachtige acute ziekten in over-stroomde gebieden, denke men aan de mogelijkheid vanbesmetting met spirochaeten.



??? In de leer- en handboeken der Tropische Hygi??ne wordtte weinig aandacht geschonken aan de rol, die periplanetidaein de verspreiding van verschillende ziekten kunnen spelen. VII. Het bewijs voor de filtreerbaarheid van den tuberculose-kiem is niet geleverd. VIII. Bij de praecipitatie-reactie, aangewend ten behoeve vangerechtelijk-geneeskundige doeleinden, kieze men de verhou-ding van antigeen en antiserum zoodanig, dat het optredenvan het â€žDoppelringphaenomenquot; zooveel mogelijk wordebevorderd. IX. Het â€žnormaalcontactquot; tusschen veldrat en huisrat speeltgeen rol in de verspreiding van de pest op Java. X. Bij de wettelijke regeling van het fabrieksartsenwezen blijvede vrije artsenkeuze als regel gehandhaafd.
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