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??? ACTIEVEONVATBAARMAKINGTEGEN TETANUS PROEFSCHRIFT TER VERKRIJGING VAN DENGRAAD VAN DOCTOR IN DE GENEESKUNDEAAN DE RIJKS-UNIVERSITEIT TE UTREC?•ITOP GEZAG VAN DEN RECTOR MAGNIFICUSJHR. MR. B. C. DE SAVORNIN LOHMAN HOOG-LEERAAR IN DE FACULTEIT DER RECHTS-GELEERDHEID VOLGENS BESLUIT VAN DENSENAAT DER UNIVERSITEIT TEGEN DEBEDENKINGEN VAN DE FACULTEIT DERGENEESKUNDE TE VERDEDIGEN OP DINSDAG19 MEI 1931 DES NAMIDDAGS TE 5 UUR DOOR SJOERD PIETER BOTENGA ARTS OFFICIER VAN GEZONDHEIDGEBOREN TE ZUTFEN â–? VAN GORCUM amp; COMP. N.V.UITGEVERSASSEN 3IBLI0THF.EI\', uuRRIJKSUNIVERGiT-:^ TU T R E H ??.
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??? VOORWOORD. Bij het verschijnen van dit proefschrift is het mij eenwelkome taak U, Hoogleeraren, oud-Hoogleeraren en Docen-ten der Medische en Philosophische Faculteiten te loeiden envoorts U allen, die tot mijne medische vorming hebt bijge-dragen, te bedanken voor het van U genoten onderwijs. Hooggeleerde Ai^dershoff, hooggeachte Promotor, veeldank ben ik U verschuldigd voor alle moeite en tijd, die gijU gegeven hebt bij de totstandkoming van dit proefschrift.Uw uitgebreide kennis, de prettige wijze in Uwe belangstellinghebben den tijd, op Uw Instituut doorgebracht, tot ?Š?Šn deraangenaamste van mijn leven gemaakt. Hoogedelgestrenge van Reekum, niet alleen waart gij?Š?Šn der eersten, die den stoot gaf tot de wording van eenproefschrift, maar tevens is Uwe naam door Uwe onbe-krompen opmerkingen en raadgevingen onverbreekbaar aandit werk gebonden. Moge ik ook in de toekomst steeds opUw zeer gewaardeerden steun blijven rekenen. Zeergeleerde Pondman, Tasman en Brandwijk, de bereid-willigheid waarmede gij mij over moeilijkheden heenhielpt,Uwe

vriendschappelijke omgang stemt mij tot dankbaarheid. De inspectie van den Militair Geneeskundigen Dienst,voor de bereidwilhgheid, waarmede gij mij in de gelegenheidsteldet dit proefschrift te voltooien, ben ik U dank verschul-digd. Het personeel van het Rijks Serologisch Instituut in \'tbijzonder U, Theo van de Vathorst en verder allen,die Uwe medewerking hebt betoond, dank ik voor den mijbewezen dienst.
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??? INI.EIDING. HISTORISCH OVERZICHT. Uit de literatuur der afgeloopen wereldoorlog (F. Stricker^en W. Hoefman^) blijkt het aantal tetanusgevallen vooralin het begin veel grooter dan in ?Š?Šn der oorlogen voordien.Ue oorzaak moet gezocht worden in de groote verandering,die het gevechtswapen ondergaan had. Het in den gronddringend en daar detoneerend projectiel maakte als trefferscheurwonden, die in eerste instantie al verontreinigd warenmet aarde etc., beide voorwaarden ter begunstiging van devegetatie van den tetanusbacil. Daar we op goeden grond mogen aannemen, dat dergelijkeverontreinigde wonden ook in een toekomstigen oorlog zullenoverheerschen, doet ons dit ?¤ priori al besluiten, dat iederewond op besmetting met tetanus verdacht zal zijn en dusals zoodanig behandeld zal dienen te worden. Het is algemeenbekend, dat wanneer het tetanusgif eenmaal gebonden isaan de daarvoor gevoelige elementen in casu het zenuwweef-sel, het slechts met groote moeite en op voor de vitaliteit van^t weefsel ingrijpende wijze weer vrij kan worden gemaakt.Een zeker

afdoende genezing van eenmaal manifeste tetanus^hoort aldus tot de groote uitzonderingen en open vragen.Het verhinderen van tetanus en alle gevolgen van dien^^^^ inen dus in een prophylactisch optreden te zoeken. Tot v????r eenige jaren bepaalde men zich overal tot dezoogenaamde propliylactische seruminjectie; door dezeinspuiting werden in het Hchaam onmiddellijk de immuun-stoffen gebracht. Echter kleven aan deze injectie vele be-zwaren. De aanwezigheid van dit soortvreemde, zoogenaamdepassieve eiwithchaam (men late in het midden in hoeverredit zelf het antilichaam of de drager ervan is) is zooals vanalle vreemde eiwitten niet duurzaam. Na eenigen tijd,tien tot twintig dagen, afhankelijk van de dosis, en van de??iersoort waarvan het afkomstig is, wordt het, met het eraangebonden antitoxine, weer uitgescheiden. Dit is oorzaak,aat er in weerwil van de, met het oog op de bovengenoemde



??? frequentie der tetanusgevallen aanbevolen seruminjectie,nog zoovele gevallen van zoogenaamde t?Štanos post s?Šriquevoorkwamen. Op aanraden van Vaii^i^ard^ is men toen over-gegaan tot een herhaling der inspuiting, desgewenschtinspuitingen om de 6 a 7 dagen (Aschoff en RobERTSOn).De werkzaamheid van deze herhaalde injecties wordt echterverminderd, doordat het lichaam door de voorgaande in-spuitingen zoogenaamd gesensibiHseerd, in staat is, dit vreem-de eiwit met deze antistoffen in steeds sneller tempo teelimineeren. Bij de herhaalde serimiinjectie dreigen daarnaast, hoewelzeer zeldzaam, nog overgevoeligheidsverschijnselen van veelernstiger aard; zelfs doodelijk: anaphylatische shock, terwijlook de enkelvoudige inspuiting niet geheel als onschadelijkis aan te zien in verband met het optreden van de primaireserumziekte. Al deze momenten drongen dus in de richting van een an-dere meer afdoende bestrijding van den tetanus: een actieveonvatbaarmaking. Daarbij maakt het lichaam zijn eigenimmuunstoffen; er ontstaat

een humorale immuniteit (aan-wezigheid van antistoffen in de lichaamsvochten) en eencellulaire (de r?Šactivit?Š acquise: op de specifieke prikkel ofmisschien ook op de niet specifieke - krijgt men een sterkevorming van antilichamen: zoogenaamde â€žbond antitoxiquequot;).Echter kan deze de seruminjectie niet geheel verdringen,daar voor het tot stand komen van de actieve onvatbaarheideen zekere tijd noodzakelijk is. Waar onmiddellijk in het zichactief immuniseerende o/ ge??mmuniseerde lichaam de aanwezig-heid van het tetanus antilichaam gewenscht is, heejt men naarde seruminjectie te grijpenl Als vaccin kan het gif als zoodanig niet gebruikt worden;de ziekmakende resp. doodelijke dosis ligt te dicht bij de im-muniseerende, Reeds Ehreich heeft bij het diphtherietoxine er op gewezen,dat toxiciteit en antitoxine-binding niet parallel gaan endaarmede den weg aangeduid langs welken een actieveonvatbaarheid zich ontwikkelen kan, zonder dat dit eeniggevaar mede brengt voor het individu. Zooals bekend onderscheidde men volgens Ehri^ich

in elkbacterieel gif de zoogenaamde toxo??den, d.w.z. stoffen, diewel in staat zijn om antitoxinen te binden (zouden wel een



??? Haptophore groep bezitten) maar hun giftigheid (toxophoregroep) ingeboet hebben. quot;Op grond van het feit, dat bij hetbewaren van een toxine-oplossing de toxische eigenschappenin veel sterkere mate afnemen dan het antitoxine-bindend-vermogen moet men aannemen, dat bij dit proces de toxo??d-lichamen zich vermeerderen ten koste van de toxine-stoffen.peze overgang is bij de verschillende bacterieele gifstoffenin wisselende mate aanwezig, zoo weten we dat b.v. het teta-nustoxine zeer sterk neigt tot toxo??den vorming. Is het dan verwonderlijk, dat het tetanusgif een der eerstewas, dat gebruikt werd om daarmee de omzetting van gifstofin toxo??de stoffen te bevorderen, daarbij het toxo??d beschou-wend als een prachtig middel ter immunisatie? Na zijn uitgebreide proeven over het diphtherietoxine heeftBEHiprG^ het tetanusgif bewerkt met goudzouten en joodtri-chloride. Daarna heeft hij in samenwerking met Kitashimaen Ransom zuren, alkali??n, desinfectiemiddelen, kleurstoffen,edelmetalen, kool, dierlijk weefsel en orgaandeelen er medein contact gebracht. Hij zag bij

zijne â€žabgeschw?¤chtequot;ginen, dat de ziekmakende dosis meer neiging had constantte blijven, terwijl de doodelijke steeds toenam: z.g. grooterworden der â€žD-Werthquot;. De omzetting duurde echter lang,de giftigheid (directe gifwaarde) ging sterk achteruit, maarniet geheel verloren, het antitoxine-bindendvermogen (indi-recte gifwaarde) ging eveneens sterk achteruit. In de literatuur is een geval bekend van volkomen ongiftig-neid van tetanustoxine door behandeling met zwavel-koolstof door Ehrlich, terwijl het antigeenvermogen isblijven bestaan. Daarna is dit altijd een mislukking gebleken.Iv??wENSTEiN kon langs dezen weg bij proefdieren een lateen een descendeerende tetanus verkrijgen. In 1902 heeft l??wenstein^ het werk van von Behringnagedaan en verder voortgezet. Door toevoeging van water-stof- of calcimnsuperoxyd was het mogelijk zoowel diphtherie^s tetanusbouillon en -filtraat volkomen ongiftig te maken,j^et aldus behandelde tetanustoxine kon echter geen anti-toxinen meer binden (in het neutrale mengsel kwam het anti-oxine vrij) terwijl er mede ingespoten

muizen geen spoorvan immuniteit vertoonden. Hij kwam dan ook tot het resul-^at, dat het toxine in al zijn drie bekende eigenschappenvernietigd werd: toxiciteit, antitoxinebindendvermogen en



??? antigeenvermogen. In 1899 had Behring al opgemerkt, dathet diffuse dagHcht een geheel andere werking op het tetanus-toxine uitoefent dan het verwarmen op b.v. 65ÂŽ. De giftigheidvan het toxine verminderde, de bindende eigenschap bleefbestaan. In zijn eigen onderzoekingen over den invloed vanhet diffuse daglicht op het tetanustoxine citeert ly??wENSTEiNÂŽde hierop betrekking hebbende passage, terwijl hij daar tevensneerschrijft: â€žIn den sehr umfangreichen Arbeiten vonBehring ??ber den Tetanus finden wir eine Beobachtung ganzscharf gefaszt, die f??r den weiteren Gang meiner Unter-suchung vom ausschlaggebender Bedeutung h?¤tte seinm??ssen, wenn ich sie nicht ??bersehen h?¤tte.quot; De grondgedachte van het geheele werk van I^??wensteinis geweest een â€žSchonendequot; methode te vinden, waarbij dusde directe gifwaarde vermindert en de indirecte behoudenblijft. Aldus kwam hij er toe in Januari 1904 tetanustoxinemet verschillende desinfectantia aan het daglicht bloot testellen. De flesch alleen, die met 2%o

formaline voorzien was,bleek na Â? 8 maanden een volkomen giftvrij â€žtoxinequot; tebevatten. Bij verder onderzoek bleek er een zekere inductie-periode aanwezig; is deze eenmaal overschreden, dan gaat deontgifting veel sneller. Daar men met het veel heftiger werken-de zonlicht afhankelijk was van meteorologische factoren,werd Nernstlicht aangewend. Echter kon men niet op dezewijze een volkomen verdwijnen van de toxiciteit verkrijgen.Omdat ten duidelijkste gebleken was, dat formaline de werkngvan het zonlicht ondersteunde, werden i7oo formaline-gif-oplossingen onder de Nernstlamp gehouden. Allereerst krijgtmen een verlenging van den incubatietijd, als men de doode-lijke dosis bij een proefdier inspuit. Deze is echter voor eengroot gedeelte voor rekening van de formaline te stellen.Bij nader onderzoek bleek het witte licht minder uitwerkingte hebben dan de daarin aanwezige roode stralen, zoodat delaatste als de effectieve dienden aangemerkt en een renmiendewerking aan de stralen van kleinere golflengte moest

wordentoegeschreven. Bij grooter worden van de lichtbron zagen zealthans in het begin de omzetting van het toxine lang-zamer gaan, wat ze verklaren doordat de remmendeinvloed van de niet-roode stralen toegenomen is. Met al deze proeven kwam I^??wenstein tot het inzicht,dat zoowel formaline als licht beide noodig waren voor de



??? ontgifting; over de chemische processen, die het licht tevoorschijn roept kan hij echter niets mededeelen. Terwijl eigenlijk Behring de vraag van een actieve tetanus-vaccinatie nergens aanroert, omdat hij met geen zijnerstoffen een volkomen ongiftigheid van het toxine, zonder dathet bindingsvermogen sterk geleden had, had kunnen ver-krijgen, kon I^??wENSTEiN integendeel met zijne aan hetzonhcht blootgestelde formoltoxinen muizen en nog gemakke-lijker caviae immuniseeren. Hier wordt dus de grondslag ge-legd voor de latere meer uitgewerkte vaccinaties met formol-toxo??den. I^??wenstein merkte tevens al op, dat de besteentstoffen zich laten bereiden uit de sterkste toxinen. In igio zette Iv?–wenstein zijn werk met Eisler^ voort.Uit de drie kleurenproef was gebleken, dat de warmte(roode) stralen verantwoordelijk waren voor de ontgifting,nu toonden beiden aan, dat bij toxine-oplossingen in 14 dagenoij 37ÂŽ een volkomen ongiftigheid te verkrijgen was. Alsoptimum werkende formolconcentratie werd 2 a 37ooaanbevolen. Het eenmaal ongiftige form??ltoxine werd nooit^eer

giftig, het was in staat antitoxinen te verwekken,antitoxinen te binden. Ramon heeft feitelijk deze formoltoxo??den nader bestu-deerd. Hij wees er op, dat er door het in contact brengen vantetanustoxine met formahne niet ontstaat maar ?Š?Šn of anderetoxo??de, maar een zeer bijzonder toxo??d, dat hij daaromonatoxine genoemd heeft. Hij stelt dan ook aan deze anatoxineeenige eischen. iÂŽ volkomen ongiftigheid, 2ÂŽ vermogen om alsantigeen op te treden, 30 stabiliteit tegen invloeden, die hetoorspronkelijke toxine zouden vernietigen. Tevens heeftâ– Kamon aangetoond, dat evenals het toxine met zijn over-eenkomstig antitoxine uitvlokkingen geeft bij het zooge-naamde neutrale punt, het anatoxine dit eveneens deed.j^ij bekend toxine kan men aldus het antitoxine in vitrotitreeren en omgekeerd. Het anatoxine is daarnaar in degrootheid van zijn binding ten opzichte van zijn overeenkom-stig antitoxine af te lezen en zoodoende in zijn antigeeii-vemiogen te waardeeren. Hoe grooter namelijk de mogelijk-heid van antitoxine-binding, des te beter antigeen en dusaes te beter vaccin. Op

aanraden van Ramon heeft DescombeyÂŽ naar analogieVan het diphterie-anatoxine het tetanus-anatoxine nader



??? onder de oogen gezien. Het tetanustoxine, waarvan hij uit-ging had een d.l.m. cavia i : lo.ooo in 4 dagen. Dit heefthij blootgesteld aan warmte en formaline. Het daaruitontstane anatoxine vlokte in de zelfde verhoudingen alshet oorspronkelijke toxine, echter was de uitvlokkingstijder van verlengd. Tevens vond hij dat het antigeenvermogenin de dierproef van twee anatoxinen met dezelfde A.W.(antigeenwaarde) omgekeerd evenredig was met den duurvan de uitvlokking. Resultaat van deze onderzoekingen was,dat hij reeds de mogelijkheid voorzag het tetanusanatoxinete gebruiken om huisdieren te vaccineeren. Scherper gesteld vinden we deze gedachte van de hand vanRamon in de Annales de l\'Institut Pasteur 1925 blz. 20. â€žNous sommes donc en possession d\'une m?Šthode g?Šn?Šralepennettant de transformer ?  volont?Š les antig?¨nes les plustoxiques en antig?¨nes inoffensifs, ou, comme nous les avonsappel?Šs en â€žanatoxinesquot; dont le pouvoir immunisant peut??tre facilement ?Švalu?Š en vitro par la r?Šaction de floculationet qui

peuvent ??tre utihs?Šs soit dans le domaine exp?Šrimental,soit encore et surtout dans la th?Šrapeutique pr?Šventive etm??me curative de certaines maladies-de l\'homme et des animauxquot; Bij verder onderzoek over de ontwikkeling van het 2 0/00formoltoxine tot anatoxine bleek DescombeyÂ?, dat de eigen-schap van het formoltoxine om late en algemeene tetanuste geven slechts op den duur verdwijnt. Hij stelt dan ookde eisch, die verder steeds in de Fransche literatuur wordtvooropgezet: dat men dan pas van anatoxine mag sprekenals 5 tot 10 c.c. er van onderhuids bij een cavia van Â? 300 gr.ingebracht, noch lokale, noch algemeene, noch vroege oflate tetanus geeft. Dit was bij het toxine bovenvermeld, datDescomb??y gebruikte na 20 dagen verblijf in de broedstoofbij 370 het geval. Dat ten opzichte van de tijdsduur, noodigom een toxine om te vormen tot anatoxine geen scherpeuitspraak te doen is, springt duidelijk in het oog. Afgezienvan de quantiteit formaline en de temperatuur waarbijmen het toxine bewerkt, zal de oorspronkelijke

giftigheidvan het uitgangstoxine in de eerste plaats wel van invloedzijn. Bij mijn eigen overeenkomstige onderzoekingen, dieechter met veel sterker toxinen plaats vonden, is het mijdan ook nooit gelukt om in 20 dagen bij 20/00 en 37Â° een



??? volkomen ongiftigheid te verkrijgen, zoodat ik ten slotte bij40 graden en 3 a 4 o/qq formaline een vrij snel (20 dagen)zich vormend anatoxine kon verkrijgendatgoedimmuniseerde.Exacte waarden kan ik hieromtrent niet mededeelen, daar ikin het algemeen slechts met een anatoxine no. 80 experimen-teerde (zie hoofdstuk II). Ook I^emos Monterio^ÂŽ kon met zijn toxinen waar-over hij zich verder niet uitlaat, zelfs na vele maandenbij 370 en 1.50/00 formaline geen volkomen ongiftigheidverkrijgen. Met meer formaline, 50/00, kon hij in minder dan15 dagen goede antigenen krijgen, deze gaven ingespoten bijpaarden immuniteit en hyperimmuniteit. Bescombey vond verder, dat hoe langer het verblijf inde broedstoof was, des te langer werd de uitvlokkingstijd endus volgens reeds vroeger opgedane ervaringen des te kleinerantigeenvermogen; vandaar niet te weinig formaline ofgenoeg formaline om de giftigheid in niet te langen tijd teVerminderen en toch de antigeeneigenschappen zoo weinigmogelijk te schaden (Ramon). Na ?Š?Šn injectie van i c.c. vanzijn anatoxine zag Descombey al na

twee ?¨ drie weken bijcaviae weerstand tegen verscheidene d.l.m. Hier ziet menduidelijk de enorme verschillen met de Joodtoxinen, zooalsOkudaquot; gebruikte. Deze laatste kon met 3 maal een injectieVan I ?¨, 5 cc. een immuniteit tegen ?Š?Šn d.l.m. verkrijgenbij caviae. Het gelukte Descombey om paarden in 2 ^ 3 weken metdit anatoxine door 2 injecties van 15 h. 20 c.c. een hyper-immuniteit te verschaffen, zoowel tegen experimenteeleVergiftigingen als tegen de natuurlijke infectie. Het bleekbem^ dat een paard ingespoten met 20 cc. anatoxine als ?Š?Šninjectie, niet in staat was om 2^3 weken daarna, het in-brengen van een houtsplinter die in een 3 maanden oudetetanuscultuur gedoopt was, zonder doodelijke tetanus teVerdragen. Een ander paard daarentegen, dat slechts ?Š?Šnmjectie van 10 c.c. anatoxine had gekregen, weerstond dezemfectie, zoodat Descombey zeer terecht wijst op de grootemdividueele verschillen, die te voorschijn treden als men dierentegen tetanus immuniseert. Ramon heeft met Descombey^^ zijn onderzoekingen uit-gebreid. Naar analogie van het feit, dat

tapioca met tetanus-toxine gemengd meer immuniteit geeft dan het toxine alleen,



??? vonden ze, dat tapioca ook het antigeen-vermogen van hetanatoxine vermeerdert. Ze berichten zelfs, dat de humoraleimmuniteit lo a 20 maal zich vergroot, zelfs tot 50 maal,waardoor aldus een weg wordt gewezen om snel en econo-misch paarden te hyperimmuniseeren. Het was Raj^ion^^ opgevallen, dat wanneer hij een absceszag ontstaan op de plaats, waar het tetanusanatoxine wasingebracht, het gehalte aan antistoffen plotseling zeer toenamin het bloed. Hij heeft toen kunstmatig getracht om huid-reacties en abscessen te krijgen met verschillende stoffen,o.a. broodkruimels met het te verwachten resultaat. Al deze factoren maken het verblijf van het anatoxine opde inentingsplaats langer en hierin moet waarschijnhjk deoorzaak gezocht worden, dat ook de wijze van toedienen vanhet anatoxine de waarde der humorale immuniteit be??nvloedt.Zoo vonden Ramon en DescombeyI^ dan ook, dat het sub-cutaan inbrengen van het anatoxine veel meer antistoffente voorschijn kon roepen dan wanneer dezelfde hoeveelheidintramusculair werd

ingespoten. I^ater zijn deze uitkomstendoor Grasset^^ bevestigd en uitgebreid. Bij subcutaan enintracutaan inbrengen zag deze onderzoeker verder geen ver-schil in de waarde der immuniteit bij caviae. In verband metde grootere hoeveelheid moet echter de onderhuidsche in-spuiting aangeprezen worden. Bij caviae, waarbij hij ge-durende vier dagen om de tien uur vernieuwd een compresmet tetanusanatoxine op de huid aangebracht had, zag hijgeen spoor van antitoxine in het serum, noch een plaatselijkeimmuniteit bij het inbrengen van de d.l.m. daar. Over het verloop van de immuniteit kon Descgmbey^ÂŽmededeelen, dat bij paarden, die 2 maal 5 cc. van zijn ana-toxine hadden gekregen, er een stijging in het antitoxine-gehalte optrad en gedurende 6 maanden aanliield. Na een jaarzou de titer van het bloed gedaald zijn totdievaneenpaarwekenna de tweede injectie (neutralisatie mogelijkheid van 2 d.l.m.cavia cc. serumweerstand tegen de doodelijke tetanusinfectie).Met een nieuwe injectie (injection de rappel) zag hijquot; een grooteplotselinge

stijging. Na eerst samen met ZoEivi^ER het diph-therieanatoxine gemengd te hebben met een ander vaccinhebben Ramon en Zoeller^ÂŽ caviae ingespoten met mengselsvan tetanusanatoxine en vaccin T.A.B. (typhus, paratyphusA. en B.) en andere anatoxinen (vaccins associ?Šs). Zij zouden



??? een enorme vermeerdering gezien hebben van het antitoxine-gehalte en trachtten dit verschijnsel te verklaren door hettoegevoegde vaccin te beschouwen als een aspecifieke prikkel.Van een immuniteit tegen typhus, paratyphus A en B wordtniet gesproken. Daarna heeft Ramon^ÂŽ samen met ly. Nattan-lyarrier en Grasset het vraagstuk van de niet-specifiekeprikkel toegevoegd aan de specifieke van het tetanus-ana-toxine, nader uitgewerkt met verschillende stoffen, waarvano.a. van belang zijn om te vermelden het trypoxyl, respect,tryparsamide. Boor een mengsel van tetanusanatoxine en trypoxyl inte spuiten bij met slaapziektekiemen ge??nfecteerde ratten,zagen ze dat er niet alleen een sterke vermeerdering was vanhet antigeenvermogen van het anatoxine, maar tevens dewerking van het chemotherapeuticum behouden bleef. Het beschermen van paarden en andere huisdieren tegende tetanusinfectie als practisch gevolg van alle boven be-schreven onderzoekingen, is uitvoerig uitgewerkt door Ramonen Descombey^quot;. Ten eerste konden deze onderzoekers v????rde

behandeling nooit een spoor antitoxine bij hunne proef-dieren vinden en vervolgens bleek hun, dat niet alleen tapiocade eigenschap had het antigeenvermogen van het anatoxinete vergrooten, maar dat de nu gevormde immuniteit veelstandvastiger bleek, namelijk zeer langzaam vermindert,zoodat bij deze wijze van vaccineeren pas na 2 3 jaar eenhernieuwing van een anatoxine??njectie noodig was om hetdier niet het oog op zijn immuniteit op een bepaald niveaute houden (grond immuniteit). Na deze belangrijke successen met het tetanusanatoxinehij huisdieren publiceerden de Franschen al spoedig hunnepoging tot onvatbaarniaking van menschen. Als bijzonderheidZIJ hier vermeld, dat tijdens den wereldoorlog in 1917 doorv en Bazy met mengsels van tetanustoxine en gram-oplossing (2 deelen toxine en i deel jodiumoplossing, be-staande uit i deel jodium en 2 deelen joodkali en 200 deelen wa.-ter) getracht is menschen te vaccineeren tegen tetanus, echterzonder resultaten. I^ater is door Okuda de samenstellingvan deze joodtoxinen gewijzigd (i deel toxine en i deel jodium-

oplossing) omdat hij met de voorgenoemde een enttetanus zagontstaan. Het groote bezwaar van deze gemodificeerde tetanus-gnfen is echter hun groote labiliteit, zoodat ze eigenlijk



??? onmiddellijk na hunne bereiding gebruikt moeten worden, enhun gering antigeen-vermogen. Ook Roux en Martin kondenna hunne experimenten geen algemeen gebruik aanraden vanjoodtoxinen. Ramon en Zoeller^i hebben het eerst met for-moltoxo??den in casu tetanusanatoxine menschen gevaccineerd.De grootemoeielijkheid blijft altijddebeoordeehngderimmuni- teit, daar er niet zooals bij diphtherie een huidreactie (Schick)is, die ons kan inhchten over de aanwezigheid van tetanus-antitoxine respect, mogelijkheid van deze snel te kunnenvormen (r?Šactivit?Š acquise). Nadat Ramon en Zoellerde ongiftigheid van hun tetanusanatoxine hadden nagegaan(zie Descombey\'s eisch hier omtrent blz. 14) hebben ze aller-eerst verdunningen van het anatoxine ingespoten en zagenhiervan nooit eenig bezwaar. Daarna is het hun gelukt, nadatze steeds v????r de vaccinatie het serum van hun proefpersonenhadden nagegaan op de aanwezigheid van tetanusantitoxinenen daarin nooit een spoor hadden gevonden, jongelingen metdrie injecties van i a 2

cc. onverdund tetanusanatoxine invijf a zes weken een humorale immuniteit te bezorgen,dusdanig, dat het serum in staat was per cc. verscheidened.l.m. cavia te neutrahseeren. Deze feiten zeggen echterin zooverre betrekkelijk weinig, omdat men niets kan zeggenvan de hoeveelheid antitoxine die noodig is ter neutrali-satie van een d.l.m. cavia van een willekeurig toxine. Verwonderd staat men echter over de uitgebreidheid vanhet menschen materiaal, dat gevaccineerd is door het Insti-tuut Pasteur tegen tetanus hetgeen men moet afleiden uithet feit dat Ramon en Zoeller geen verschillen bij tetanus-enting bij verschillende rassen opmerkten. Is deze conclusiegerechtigd, dan moeten hier niet eenige, maar vele personenvolgens eenzelfde schema met het tetanusanatoxine zijnge??nt (zie mijne sterk varieerende uitkomsten met eenigemenschen). Ook zagen ze^a een sterke vermeerdering van deantitoxische titer van het bloed, als ze het tetanusanatoxinemengden met een microben vaccin( het verhitte T.A.B. ofhet lipo-vaccin), met een ander

anatoxine, met toxinen!!!(b.v. streptococcen). Maar nog een gewaagde factor blijkt zeer zeker bij hunnevaccinaties wanneer we lezen, dat zelfs bij zieke menschengeen verandering in het verloop en waarde van de immuniteitontstond. Ten slotte komen ze tot de gevolgtrekking, dat



??? bi] een van tetanusinfectie verdacht persoon v????r de tweedejtnatoxineinjectie, een seruminjectie als â€žm?Šthode d\'urgencequot;IS aangewezen. Eigenaardig is, dat waar de Fransche onder- toeschrijven aan het simultaan immuni-seeren (zie hoofdstuk III), hier juist geen melding gemaakt womt van een gehjktijdig inspuiten van anatoxine en antite-tanus-serum. Uit verdere onderzoekingen bleek Ramon en Zoei,i.er23dt na een jaar nog een onvatbaarheid bestond, dusdanig,udt een cc. serum in staat was 20 a 100 d.l.m. cavia te neu-auseeren. Een hernieuwing der injectie en serum onderzoek^d eenja^j^g^f ^^ neutralisatiemogelijkheid van Â? 1000 d.l.m.dvia per cc. Het serum van de jonge menschen, die v????rjaar de laatste anatoxine injectie gehad hadden, bleek nogM ^^^^ ^^^nbsp;^^^^^ neutraliseeren. va^fnbsp;Nattanâ€”I^arrier, Ramon en Grasset^Â?- dstgesteld was, dat na inspuiting met anatoxine, onmiddellijkna ??e conceptie en tijdens de zwangerschap van konijnen en^aviae, het serum van moeder en pasgeborene na het werpenongeveer gelijke hoeveelheden antitoxine

bevatte, zagen zeoij pasgeboren kinderen een veel kleinere immuniteit aan-^zig dan bij de oorspronkelijk gevaccineerde moeder. Deze^umteit is voor de jongen een passieve en verdwijnt dus, PPlAnbsp;twee maanden, omdat het hier antitoxine geidt, die gebonden zijn aan homoloog eiwit. Van hunne ^^ ^^ ^^ verschillende stadiauer graviditeit(!) aanwendden, zagen ze niet de minste plaatse-nji^e ot algemeene reactie, noch onregelmatigheden in hetverloop bij de zwangere vrouw. kin^^\'i^T ^^^^nbsp;^^^ mogelijk het pasgeboren ^nd te beschermen tegen tetanus, die uitgaat van de navel-streng wonden en is volgens bovengenoemde onderzoekersoe vaccinatie tegen tetanus met het anatoxine bij de toekom-stig moeder aangewezen in streken waar de tetanus umbili-AfSsanbsp;IS, zooals in sommige streken van Azi?? en Het gedrag van antigenen en antilichamen in het zwangereaier is nader onder de oogen gezien door Nattanâ€”i^arrier^amon en Grasset^^. Nadat ze bij het zwangere dier 48 uurvoor het werpen 30 cc. van hun tetanusanatoxine haddenmgespoten, zagen ze nooit een

spoor van immunisatie bij



??? de daarna geborene. Het tetanustoxine bleek bij injectiebij konijnen in het geheel niet, bij caviae ten deele de placentate kunnen passeeren. Het inspuiten van antitoxine bij hetzwangere dier even v????r de partus gaf bij de jongen de aan-wezigheid van antitoxine. Blijkens bovenvermelde erva-ringen gaan dus zoowel de homologe als de heterologe passieveantilichamen door de placenta heen (selectie van de placenta).Het was verder van belang de doorgankelijkheid voor antigeenâ– en antistof van andere organen na te gaan, of misschienlangs anderen weg dan de onderhuidsche inbrenging ookquot;voldoende onvatbaarheid tegen tetanus was te verkrijgen. Het bleek Ramon en Grasskt^s, dat de onbedekte darmwandvan den pasgeborene doorgankelijk was voor toxinen enantitoxinen en dat er in aansluiting aan toediening per osvan tetanustoxine en -anatoxine een immuniteit ontstond,hoewel veel minder in waarde dan bij onderhuidsche injectie.Al spoedig na de geboorte worden de slijmvliezen met eenslijmlaag bedekt, waardoor de

spijsverteringssappen gelegen-heid krijgen toxinen en anatoxinen te vernietigen; laatst ge-noemde onderzoekers zagen deze stoffen,in vitrosamengebrachtmet spijsverteeringssappen hare toxiciteit en antigeenvermogen(pouvoir floculant) verliezen. I^aat men jonge dieren echtervan te voren rundergal, ricinusolie of alo?? sHkken, dan krijgtmen gelijkwaardige uitkomsten als bij den pasgeborene:de gal zou de slijmlaag oplossen, de alo?? zal waarschijnlijkde darmwand beschadigen; in beide gevallen zal dus de op-name meer mogelijk zijn door het darmslijmvlies. Merkwaardigzijn hunne uitkomsten in zooverre dat reeds 12 dagen na deinbrenging de weerstand tegen een doodelijke dosis tetanusgifaanwezig is. Deze gaf tot 8 a 9 dagen nog sterfte van het proef-dier. Uit mijn eigen onderzoekingen kan ik mededeelen, datbij onderhuidsche inbrenging van anatoxine bij caviae, welkewijze van enten wel meer werkzaam is dan de toedieningper os, eerst na 2,5 a 3 weken een weerstand ontstond tegeneen dan ingespoten d.l.m. Deze weerstand komt

namelijkeerst langzaam en pas later veel sneller (zie hoofdstuk II).Dat door Ramon en Grasset langs deze wijze per os een der-gelijke immuniteit bereikt is, moet men eendeels toeschrijvenaan het meerdere antigeenvermogen (maar het tetanus-toxine, dat ze gebruikten voor de anatoxine vorming is veelzwakker dan waarover ik de beschikking had) anderdeels aan



??? het meerdere vermogen van hunne proefdieren om op ana-toxine te reageeren met antitoxinevorming. Zoo is wel bekend,dat konijnen, en hiermede experimenteerden laatstgenoemdeonderzoekers, zich beter laten immuniseeren dan caviae. Op gelijke wijze hebben Ramon en Z0E1.1.er getrachtmenschen te vaccineeren. Zoowel oplossing in physiologischezoutoplossing, als toevoeging van bicarbonas natricus of gal gafgeen resultaat. Al deze feiten hebben echter slechts wetenschap-pelijke waarde, voor de praktijk gelden de veel betere uitkom-sten, die verkregen zijn met de onderhuidsche toediening.Waarbij nog komt dat bij bovengenoemde methoden zoo\'ngroote moeilijkheid schuilt in het aangeven van een juistedoseering. Volledigheidshalve zij hier nog een onderzoek van Des-combey27 vermeld, die bij caviae intracerebraal tetanus-anatoxine inbracht. Hem bleek, dat men gebonden is aanzeer kleine hoeveelheden, 0,1 cc., waarbij men toch al sterke,zij het voorbijgaande nerveuse verschijnselen krijgt (stupor,excitatie). De uitkomsten waren ten opzichte van de immuni-^it niet

verschillend van de onderhuidsche inspuiting.Tevens vond hij geen locale immuniteit, in casu van het ence-phalon tegen het tetanusgif, zoodat hij aan het eind van zijnpublicatie zegt: â€žII n\'y a pas d\'immunit?Š acquise contreIe t?Štanos sans antitoxine humorale ais?Šment d?Šcelable.quot;



??? HOOFDSTUK I. HET ONTSTAANVAN IMMUNITEIT DOOR MIDDEI.VAN TETANUSANATOXINEINJECTIE(S). Ter inleiding dienen eenige algemeene opmerkingen overde werkwijze gemaakt te worden. Alle vaccinaties werdenverricht met het anatoxine NÂ?. 80, afkomstig van het toxine80 (d.l.m. muis i : 300.000), dat bereid was door dit gedurendeeen maand met 40/00 formaline bij 37Â? te houden. Dat ikbij mijn entingen slechts ?Š?Šn anatoxine gebruikte vergroottede zekerheid der beoordeeling van met deze entstof verkregenimmuniteit; hetgeen temeer van waarde is, daar het verschilin individueele gevoeligheid der proefdieren toch al, ook algebruikt men een groot aantal, een factor van onzekerheidblijft. De immuniteit, die verkregen werd, werd nagegaan alshumorale immuniteit door het serum van het gevaccineerdedier te titreeren op antitoxine aldus: | cc. van het te onder-zoeken serum werd gemengd met 1 cc. physiologische zout-oplossing, waarin tetanustoxine in verschillende hoeveelheidwerd opgelost. Dit mengsel werd na 3/4 uur

gestaan te hebbenbij kamertemperatuur bij witte muizen in een der achter-pooten ingespoten. In het begin van mijne entingen gebruikteik voor de titratie van het serum mijner proefdieren eentoxineoplossing, die onder toluol bewaard werd en daar allenadeelen van had: sterke modificatie. Het gevolg hiervan was,dat een groot aantal controleproeven bij elke titratie moestgenomen worden, omdat de d.l.m. van het toxine zeer in-constant was; aan het gemodificeerde toxine met zijn wisse-lende hoeveelheid toxo??den kwam de binding derzelfde hoe-veelheid antitoxine op zeer verschillende wijze tot uitingin de resteerende toxiciteit, zoodat de resultaten wel onderlingin dezelfde proef maar niet ten opzichte van andere entingenkonden vergeleken worden. Het was zoodoende slechts bijbenadering mogelijk de immuniteit van verschillende groepen



??? te vergelijken, Ken belangrijke vooruitgang was dan ookde beschikking over een gedroogd tetanustoxine, dat doorâ€?Dr. Pondman bereid was en een d.l.m. muis had van 0.0005mgr. Het aantal controleproeven was ?Š?Šn, hoogstens 2 perproef. De doodelijke dosis bleek mij n.1. steeds voldoendeconstant en ik kreeg aldus vergelijkbare waarden en eengoed overzicht. Naast deze serumtitraties werd zooals verderop zal blijken,de immuniteit van het geheele geimmuniseerde dier nagegaan(combinatie van cellulaire en humorale immuniteit) door heteen of meerdere malen zijn doodelijke dosis tetanusgif tegeven. Ook hier kwam het voordeel van dit gedroogde toxineweer sterk naar voren: nauwkeurigheid, mogelijkheid vanVergelijken en zuinigheid ten opzichte van proefdieren. Met het tetanusanatoxine NÂŽ. 80 werd nu als volgt gewerkt: Immuniteit met ?Š?Šn injectie. Waardeering door middel van het bepalen van het anti-toxinegehalte in het serum. Bij drie groepen van 12 caviae werd rechts van de mediaan-lijn de buikhuid geschoren. Een groep van 12 kreeg op dezeplaats

onderhuids cc. tetanusanatoxine, een tweede groepkreeg op deze plaats i cc., het derde I2tal 2 cc. anatoxine.Den volgenden dag was er geen spoor van iritatie op de in-spuitingsplaatsen waar te nemen, de algemeene toestand wasgoed. Gedurende een week werden deze dieren alle zondereenige verdere behandeling gelaten, daarna werd hartpunctieverricht bij enkele dieren van elke groep. Het sermn werd nuvan elke groep afzonderlijk nagegaan op de aanwezigheidvan tetanusantitoxine op de volgende wijze: zie tabel i. Gemengd werd |cc. serum met een | cc. phys. zoutopl..Waarin resp. i, 2 en 3 d.l.m. muis gedroogd toxine warenopgelost. Deze mengsels werden bij witte muizen van 15 gr.mgespoten in de rechter achterpoot. Een andere muis kreegals controle i d.l.m. opgelost in i cc. phys. zoutopl. AUemuizen hadden den volgenden dag tetanus in verhouding tothet aantal d.1 .m., dat was toegediend en gingen hieraan minof meer snel te gronde. Na een week blijkt dus, dat geen der ge??mmuniseerde



??? caviae een met deze werkwijze aantoonbare immuniteitverkregen had. Na twee weken werd wederom hartpunctie verricht. Alsbovenwerdhetseruminhoeveelheid van | cc. gemengd met | cc.phys. zoutopl. met resp. i, 2 en 3 d.l.m. muis (gedroogd toxine).Den volgendendaghadhetcontr??ledier (ingespotenmet i d.l.m.)sterke tetanus, eveneens de muizen, dien 2 en 3 d.l.m. met | cc.serum gemengd (steeds van elk der 3 groepen) ingespoten was.â€žDe mengselsquot; muizen met i d.l.m. waren nog vrij, kregen TABEL I.RESULTAAT VAN ?‰?‰N INJECTIE. Groepen Injectie Reactie NaI week Na2 weken PUNCTIE Na3 weken Na4 weken -- Na6 weken I i cc.tetanusanatox. geene â€” gt;olt; I dim. ietslt;1 dim. lt;4 d.l.m. lt;10 dim. 2 I cc.tetanusanat. geene â€” gt;olt; I dim. 2 ?¤ 3dim. gt; 8 dim.lt;10 dim. gt;20 dim. 3 2 cc.tetanusanat. geene â€” gt;olt; I dim. 2 d 3dim. gt; 8 dim.lt;10 dim. gt;20 dim. Opmerkingen: Van elke hartpunctie werden 2 ?¤ 3 dieren genomen, eenmaal gepunc-teerde caviae werden niet meer voor een ze punctie gebruikt. Gelijk met

de punctie: serumtitratie. In de tabel is de neutralisatiemogelijkheid per J cc.uitgedrukt in dim. muis gezet. evenwel in den loop van eenige dagen tetanus, gingen er echterniet aan dood. Een duidelijk verschil tusschen de sera der metverschillende hoeveelheden anatoxine ingespoten caviae wasniet aantoonbaar. Na drie weken werden er van elke groep weer caviae ge-puncteerd. Er bleek nu een immuniteit te zijn ontstaan,die door titraties duidelijk aantoonbaar was. Terwijl de dieren,die gevaccineerd waren met -|cc. anatoxine nauwelijks i d.l.m.muis konden neutraliseeren per \\ cc. serum, waren de diereningespoten met i resp. 2 cc. anatoxine in staat 2 a 3 d.l.m.per I cc. serum te neutraliseeren. Na vier weken wederom serumonderzoek. De titratie opmuizen gaf een stijging van het antitoxinegehalte ten op-zichte van de toestand na 3 weken: de dieren gevaccineerd



??? niet 1 cc. anatoxine konden nu 4 d.l.m. per cc. serumnauwelijks neutraliseeren, de dieren die met i cc. en2 cc. anatoxine ingespoten waren 8 a 10 d.l.m. per | cc.serum. Na zes weken konden de caviae die met een | cc. anatoxinege??nt waren, nog niet geheel 10 d.l.m. muis neutraliseerenper 1 cc, serum; 1 cc. serum van de dieren, die met ?Š?Šnresp. 2 cc. anatoxine ingespoten waren, gemengd met | cc.phys. zoutopl., waarin 20 d.l.m. muis, gaf bij muizen inge-spoten geen spoor van tetanus. Men ziet dus, dat langzamerhand, tot zekere hoogte, af-hankelijk van de hoeveelheid ingespoten anatoxine, de immu-niteit zich ontwikkelt; in den beginne zeer langzaam, na dederde week snel stijgend. Hier zij tevens opgemerkt, dat men zich bij de titratie-uitkomsten ten zeerste rekenschap dient te geven, dat ergroote individueele verschillen bestaan en dat om niet totverkeerde gevolgtrekkingen te komen voor een serumtitratiehet mengen van meerdere sera aangewezen is. Tevens isnoodig bij elke titratie steeds weer een contr??ledier tenemen. Hoe groot deze individueele verschillen der

dieren kunnenzijn moge blijken uit het volgende. Drie caviae hadden elkv????r 7| week een injectie van i cc. tetanusanatoxine onderde buikhuid gekregen. Het serum van deze dieren bleek af-zonderlijk getitreerd in ?Š?Šn geval 100 tot 200 d.l.m. muis,in een tweede geval nog geen 20, in het derde geval van 20â€”50d.l.m. muis per cc. te kunnen neutraliseeren. Neemt menhet gemiddelde van deze uitkomsten, dan ziet mendat hier ten opzichte van de toestand van 6 weken weereen duidelijke stijging van het antitoxinegehalte is waar tenemen. Men heeft goede gronden, aan te nemen, dat deze stijginggedurende eenige maanden plaats vindt en daarna in eendaling overgaat. Het serum van eenige dieren, die voor8 maanden een injectie van 2 cc. anatoxine gekregen haddenbleek mij bij titratie per | cc. 5 a 10 d.l.m. muis te kunnenneutraliseeren, terwijl 6 weken na de enting, zooals bovenvermeld, deze waarde 20 d.l.m. was; De wording en het verloop van de immuniteit tegen tetanusbereikt met het anatoxine is met de methode, die ik toepaste



??? (het mengen van het te titreeren serum met phys. zoutopl.,waarin het gedroogde toxine in bepaalde hoeveelheid wordtopgelost) slechts zeer grof te benaderen, maar met het oogop de bedoeling van mijn onderzoekingen ruim voldoende.Buitengewoon interessant is een titratiemethode, die onlangsuitgewerkt en gepubliceerd is door Feieeabend^ÂŽ. Hiermedeis het zelfs mogelijk om 1/500 A.E. (Internationaal) te meten.Als indicator dient de locale tetanus, die men in zijn ver-schillende vormen zou kunnen aflezen en daarnaar waardeerenbij caviae, door bij deze dieren mengsels van serum (waarvande waarde te bepalen is) en grenswaarden van bekendtoxine (de zg. I^.l.r. dosis) in ?Š?Šn der achterpooten in tespuiten. Afgezien van de moeiUjkheid van het aflezen vande verschillende vormen van locale tetanus, is de hoeveel-heid en de aard (men moet caviae gebruiken) der proefdieren,die men noodig heeft voor een titratie een bezwaar en Hjktmij tenslotte deze waardebepaling voor direct practisch ge-bruik ongeschikt. Evenwel bericht

FbiErabend die dezemethode toepaste bij zijne serumtitraties zeer gunstigeresultaten. Resumeerende mag men besluiten: dat ingebracht bij caviae het tetanusanatoxine instaat isom het specifieke antilichaam te voorschijn te roepen;dat de antitoxische titer in de eerste plaats afhankelijk isvan den tijd sedert de inspuiting verloopen, in de tweede plaatsvan de dosis anatoxine en ten derde vooral van het individueelwisselend vermogen van het proefdier om het specifiekeantilichaam te vormen: de zg. r?Šactivit?Š naturelle(ZOELLER^O) . Waardeering door middel van tetanustoxine-inspuiting bijhet ge??nte dier. Om uit te maken, wanneer caviae na een anatoxine??njectieeen dusdanige immuniteit hadden gekregen, dat ze in staatwaren een onmiddellijk ingebrachte d.l.m. cavia of meer teweerstaan werd een groep van caviae elk onderhuids \\ cc.tetanusanatoxine ingespoten: zie tabel 2. Na II dagen werden enkele dezer dieren een doodelijkedosis tetanustoxine (gedroogd) in i cc. phys. zoutopl. opgelostin de rechter achterpoot gespoten. Als doodelijke

dosis werd



??? genomen i d.l.m. cavia = 5 d.l.m. muis. De contr??ledieren,Qie dezelfde hoeveelheid gekregen hadden, gingen in 3 ?¤ 4aagen te gronde, de met anatoxine behandelde gingen eenlater dood aan tetanus. Na 18 dagen werd aan de gevaccineerde caviae als bovenbereid resp. i en 2 d.l.m. cavia gegeven. Terwijl het contr??le-^er met i d.l.m. cavia al na 24 uur uitgesproken tetanusJ^ad (rechter achterpoot was geheel gestrekt en stijf) had hetgeente dier, dat i d.l.m. cavia had gekregen, een hoewel naarachteren gerichte nog gebogen rechter achterpoot (voetzoolwerd opgelicht): dus veel minder tetanus. Het gevaccineerde TABEL 2. RESULTAAT VAN ?‰?‰N INJECTIE. Groep Na11 dgn. Na18 dgn. i cc.tetanusanat. 1 dim.caviatetanus f4 amp; 5 dgn. 1nbsp;dim.zware tot. 2nbsp;dim.t 3 dgn. Contr??lo 1 dim.tetanus t3 ^^ 4 dgn. 1 dim.tetanust 3 dgn. dier, dat met 2 d.l.m. cavia was ingespoten, had ongeveergelijke afwijkingen van de rechter achterpoot als het contr??le-^er, en ging als dit laatste in 3 dagen aan tetanus te gronde.Het ge??nte dier, dat i d.l.m. had gekregen, behield langentijd

uitgesproken tetanus, bleef echter leven. Hiermedebleek dus, dat caviae ge??nt met l cc. anatoxine, die blijkensserumtitraties een hoewel slechts even aantoonbare humoralel??nmuniteit hadden, in staat waren een dosis tetanusgif,die den dood in 3 a 4 dagen bij een niet gevaccineerde caviaVeroorzaakte, te weerstaan. Dit was dus na 2 a 3 weken hetgeval. Een herhaling van deze proef (tabel 3), waarbij nu met driehoeveelheden anatoxine i en 2 cc. werd gewerkt, leerde,dat caviae, die voor twee weken een injectie van | cc. tetanus-anatoxine gekregen hadden, ongeveer in denzelfden tijdaan tetanus stierven bij toediening van i d.l.m. cavia alsde contr??ledieren. Caviae, die met i cc. anatoxine onderhuids



??? waren ingespoten kregen zware tetanus en stierven veellater, na 8 a 9 dagen; dieren die met 2 cc. anatoxine geimmu-niseerd waren kregen geen verschijnselen met i dim.,met 2 d.l.m. cavia een lichte tetanus die al spoedig verergerdeen tenslotte den dood veroorzaakte. Na _2i week bleek de met J cc. anatoxine behandeldecavia in 8 dagen aan tetanus te sterven, terwijl het controle-dier met dezelfde hoeveelheid toxine in 3 dagen stierf (i d 1 m )Immumsatie met i cc. anatoxine en natuurlijk ook 2 cc. tabel 3. resultaat van ?Š?Šn injectie. Groepen Na2 weken. Na2J week. } cc.tetanusanatoxine 1 dim.tetanust 4dgn. I dim.tetanust 8dgn. 1 cc. tetanusanatoxine 1 dim.tetanust 8dgn. 1 dim.lichtetetanus 2 cc.tetanusanatoxine 1 dim.tetanus fop den duur 1 dim.geen ver-schijnselen. contr?´le 1 dim. tetanust 3amp;4dgn. 1 dim. tetanust 3dgn. gaf bij caviae in denzelfden tijd volkomen weerstand tegenI d.l.m. (in \'t geheel geen verschijnselen van tetanus bijde met 2 cc. ge??nten.). Een maand na ?Š?Šn injectie van i cc. anatoxine werd bijcaviae tevens de

weerstand tegen tetanustoxine nagegaan.Deze caviae waren echter voor een groot gedeelte weektevoren gepuncteerd omdat ze voor een andere proef gediendhadden. Ze waren nog in het geheel niet van deze ingreephersteld (verHes van Â? 5 cc. bloed), en voelden vermagerden slap aan. De gevolgen bleken ook ten duidelijkste bij hunneweerstand tegen het tetanustoxine. Terwijl de voor ii weekgepuncteerde dieren bij inspuiten van i cc. tetanus toxine-oplossing in de rechter achterpoot, waarin 100 d.l.m. caviauitgesproken tetanus kregen, met 200, 400 en 800 d.l.m.cavia hieraan in korten tijd te gronde gingen, bleek ?Š?Šn van



??? de niet gepuncteerde dieren zelfs looo d.l.m. cavia te kunnenWeerstaan. Het dier kreeg wel uitgesproken tetanus (stijfheiden rechtuitgestoken achterpoot) ging er echter niet aan dood.contr?´le caviae, dien I d.l.m. resp. 5 d.l.m. cavia was ingespo-ten, stierven in 3 resp. 2 dagen aan zeer zware tetanus. Dit laatste onderzoek werd herhaald, waarbij ik mij tevens^e vraag stelde: hoe bij het nog niet geheel geimmuniseerde TABEL 4.RESULTAAT NA ?‰?‰N INJECTIE. Grosp Na Na Na Na Na 15 dgn. 15 dgn. 19 dgn. 28 dagen 30 dagen J cc. 1 dim. 1 d.l.m. 1 dim. 2 dim. tetanus tetanus tetanus zeer zwaren tetanus anatoxine t 4 dgn. t 6 dagen tetanus. t 3 dgn. 1 cc. 1 dim. 2 dim. 1 dim. 100 dim. 600 dim. tetanus tetanus tetanus geen ver- tetanus f tetanus anatoxine t 6 dgn. t 3 dgn. schijnselen ? 3 weken t 2 dgn. 600 dim. t 2 dgn. 2 co. 2 dim. tetanus tetanus anatoxine t 6 dgn. controle 1 dim. 1 dim. 1 dim. 1 dim. tetanust 3 dgn. tetanust 3 dgn. tetanust 3 dgn. tetanust 3 dgn. Opmerkingen: dim. geldt voor cavia. dier of bij het dier, dat reeds een bepaalde immuniteit had,ingespoten met i

d.l.m. (doodelijk voor het niet geheel ge-immuniseerde dier) resp. een hoeveelheid tetanusgif (doode-lijke dosis voor het geimmuniseerde dier) het ziekteprocesdoor het gelijktijdig inspuiten van tetanusanatoxine in nega-tieven of positieven zin kon beinvloed worden; of dus inhet laatste geval aan het tetanusanatoxine een therapeutischefunctie kon toegeschreven worden. Van een groep van caviae werd 1/3 deel ge??nt met ^ cc.,een tweede 1/3 deel met i cc. en een laatste met 2 cc. ana-toxine. (zie tabel 4). Vijftien dagen na de injectie werd den dieren, die met?¨ cc. resp. I cc. anatoxine gevaccineerd waren ?Š?Šn d.l.m.



??? cavia toegediend. Terwijl het controle dier met i d.l.m. in3 dagen aan uitgesproken tetanus stierf, gingen de met | cc.ge??nten in 4 dagen, met i cc. in 6 dagen dood aan tetanus.Dieren, die met i resp. 2 cc. anatoxine waren ingespoten,gingen met 2 d.l.m. in 3 resp. 6 dagen te gronde aan tetanus. Na 19 dagen gingen de caviae, die met 1 cc. gevaccineerdwaren, met i d.l.m. cavia te gronde in gemiddeld 6 dagen;de met i cc. gevaccineerde konden i d.l.m. weerstaan,zonder ziekteverschijnselen. Na 28 dagen bracht i d.l.m. die bij contr?´ledieren dendood veroorzaakte aan tetanus in 3 dagen, bij met | cc.anatoxine ingespoten caviae nog zeer zware tetanus, de metI cc. gevaccineerde kregen met 100 d.l.m. cavia tetanus,die bij enkele nog na 3 weken den dood veroorzaakte, 500d.l.m. gaf in dit geval zeer snel optredende doodelijke tetanusna 2 dagen. Na 30 dagen veroorzaakte 2 d.l.m. cavia bij de dieren,die met l cc. anatoxine ingespoten waren den dood aan teta-nus na gemiddeld 3 dagen. Caviae die met i cc. anatoxinewaren ingespoten werden in

Â? 2 dagen door snel optredendetetanus gedood met 500 d.l.m. cavia. Men ziet aldus, dat deze uitkomsten vrijwel overeenkomenmet die van de voorgaande onvatbaarmakingen; opvallendis hier evenwel het groote verschil in effect tusschen 1 enI cc. anatoxineinjectie. Hiernaast werd nu in het verloop dezer entingen op ver-schillende tijdstippen de werking van het gelijktijdig met hettoxine (echter op een andere plaats) inspuiten van anatoxinenagegaan. Het bleek, dat caviae, die met | cc. anatoxine ge??nt warenen met i d.l.m. caviae na 4 dagen aan tetanus stierven, metdezelfde gif dosis en gelijktijdig inspuiten als boven beschrevenvan I cc. anatoxine in 5 dagen aan tetanus stierven, terwijldezelfde dieren met 10 cc. anatoxine zeer zware tetanuskregen en veel later te gronde gingen: na Â? 12 dagen. Caviae, die met ^ cc. anatoxine ge??mmuniseerd waren,stierven met 2 d.l.m. cavia in 3 dagen aan uitgesprokentetanus, met gehjktijdige inspuiting van 2 d.l.m. en daarnaastI cc. anatoxine na 6 dagen, terwijl ze na inspuiting van 2d.l.m. en 10 cc.

anatoxine zeer zware tetanus kregen en naI maand nog leefden: de b?Šide achterpooten door de tetanus



??? geheel gestrekt. Caviae, die met i cc. ge??nt waren gingen500 d.l.m. cavia in 2 dagen dood aan tetanus; metplijktijdige toediening van 10 cc. anatoxine onder de buik-huid trad de dood vele uren later op. Hieruit blijkt dus ten duidelijkste, dat het tetanusanatoxineZoowel bij het nog niet geheel ge??mmuniseerde als bij hetge??mmuniseerde dier de werking van de doodelijke dosistetanusgif kan vertragen c.q. tegenhouden. Voor de volledigheid werd tevens de werking van hettetanusanatoxine nagegaan bij het niet ge??nte dier. HiervoorWerden eenige even groote caviae in de rechter achterpootmet i d.l.m. cavia ingespoten. Het grootste gedeelte kreeg nu^vens nog 10 cc. tetanusanatoxine onder de buikhuid.Den volgenden dag bleken de dieren, die slechts i d.l.m.gekregen hadden, meer tetanus te toonen dan de dieren,die gelijktijdig met 10 cc. anatoxine waren ingespoten. 3 dagen gingen de eerste dieren aan tetanus dood, terwijlde laatste groep nog sterke tetanus had en i ?¤ 2 dagen laterstierf. Ook hier dus de mogelijkheid van het anatoxine omde werking van de doodelijke

hoeveelheid tetanusgif teVertragen. Men heeft hier waarschijnlijk aan te nemen,dat door het groote overschot aan bindende stoffen (aan-wezigheid van het anatoxine), het toxine afgehouden wordtVan plaatsen waar dit laatste anders zijn giftige werkingkan ontvouwen. Immuniteit met twee injecties. Wanneer men inplaats van ?Š?Šn injectie, twee aanwendt,krijgt men veel krachtiger immuniteit. (Zie tabel 5). Het een interval van 10 dagen, dus 2 maal i cc. anatoxine:groep a. 14 dagen na de 2e injectie bleek het serum der proefdierennog geen 100 d.l.m. muis per cc. te kunnen neutraliseeren:t aan tetanus 2e dag. 35 dagen na de 2e injectie was de waarde iets grooter dande neutralisatie mogelijkheid van 100 d.l.m. per | cc. serum. 60 dagen na de 2e injectie kon het serum per ^ cc. nog geen200 d.l.m, muis neutraliseeren (dood aan tetanus na 3 a, 4dagen).



??? Met een interval van 14 dagen: groep h. 20 dagen na de 2e injectie nog niet 100 d.l.m. muis per \\ cc.serum te neutraliseeren. 32 dagen na de 2e. injectie kon | cc. serum nog niet 200d.l.m. muis neutraliseeren. ( aan tetanus 2e dag). 70 dagen na de 2e injectie was de neutralisatiemogelijkheidvoor I cc. serum minder dan 200 d.l.m. muis ( aan tetanusna 5 dagen). TABEL 5. Groepen - HARTPUNCTIE Ie inj. 2e inj. na Na Na Na 10 dgn. 14 dgn. 35 dgn. 60 dgn. 1 cc. 1 cc. lt; 100 iets gt; 100 lt; 200 tet. anat. tet. anat. dim. dim. dim. Na 20 dgn. 14 dgn. na 2e. 32 dgn. 70 dgn. 1 cc. 1 cc. lt; 100 lt; 200 lt; 200 tet. anat. tet. anat. dim. dim. dim. Na 40 dgn. 35 dgn. na 2e 1 cc. 1 co. iets tet. anat. tet. anat. gt; 16000 dim. Opmerkingen: de aangegeven tijden bij de hartpunetie hebben betrekking op de 2oinjectie. Verder ala bij tabel 1. Met een veel langer interval nl. 5 weken (groep c.) en 40 dagen na de 2e injectie bleek het serum der proefdierenper I cc. bijna 16000 d.l.m. muis (muis kreeg iets tetanus)te kunnen neutraliseeren. Vat men al deze uitkomsten

samen, dan blijkt bij een tijds-termijn van 14 70 dagen (zie boven uitkomst van de immu-nisatie met interval van 14 dagen) en 2 injecties, de immuni-teit nog de waarde van neutralisatiemogelijkheid per ^ cc,serum van 200 d.l.m. muis niet te hebben. In een kortere tijd, 35 40 dagen (zie immunisatie metinterval van 5 weken) ontstond zelfs een neutralisatiemoge-lijkheid per \\ cc. van iets minder dan 16000 d.l.m. muis. Deze proeven leeren dus: Het ejject van de vaccinatie tegen tetanus met dezelfdehoeveelheid anatoxine wordt grooter, naarmate de injectiesverder uit elkaar liggen. Hoe sterk een 2e injectie, herhaald zeer lang (8 maanden)



??? na de le, het antitoxinegehalte weer kan doen stijgen, blijktwel uit het volgende: het serum neutraliseerde per\' ^ cc. naO maanden nog niet 5 d.l.m. muis gedroogd toxine. Kenmeuwe injectie van i cc. anatoxine en onderzoek van hetserum na i week leerde, dat dit nu per ^ cc. meer dan 1000 d.l.m.muis kon neutraliseeren. Wel was dus de humorale immuni-teit aanvankelijk zeer laag, maar de latente cellulaire immu-mteit was aanwezig en kwam plotseling in al zijn kracht te TABEL a INJECTEES. Hartpunctie Weerst. d.l.m. cavia Groepen le injectie Na 1 week â€ž 2 weken Na3 weken Na4 weken Na5 mJid. I 1 cc. tetan.anat. 1 co. tetanusanat. 1 co. tetanusanat. 1000.-2000d.l.m. II i cc.tetanuaanatoxine 1 cc. tetanusanatoxine 1 cc. tetanusanatoxine 50â€”260d.l.m. met 20.000 d.l.m.caviat 1 dag III 1 cc. tetanusanatoxine J cc.tetanusanatoxine i cc.tetanusanatoxine 1000-2000d.l.m. met 20.000 d.l.m.caviat 4 dgn. Opmerkingen: de aangegeven tijden hebben betrekking op do le injectie voorschijn bij het wederom aanwenden van de specifiekepnkkel: injection de rappel. Op grond van de

boven verkregen resultaten met het teta-nusanatoxine stelde ik mij nu de volgende practische vraag:op welke wijze moet men enten om in een bepaalde tijdeen zoo krachtig mogelijke immuniteit te verkrijgen? Hierbijheeft men onmiddellijk te kiezen in aantal, grootte der in-jecties en de intervallen tusschen de injecties. Aantal enintervallen zullen in het algemeen wederkeerig elkanderbeinvloeden, omdat met het toenemen van het aantal injec-ties in een gegeven tijd, het interval er tusschen kleiner zaldienen te worden. De grootte van de injectie is echter onaf-hankehjk van de bovengenoemde twee. Daarom werd degrootte van de injectie allereerst als eenige ongelijke (i a cc.anatoxine) als volgt onder de oogen gezien. (Zie tabel 6). Een groep I caviae werd ingespoten met i cc. anatoxine 3nbsp;33



??? om de 2 weken, ?Š?Šn week na de 2e injectie i cc. tetanusana-toxine. Een groep II caviae kreeg als le injectie | cc. anatoxine,de 2 andere inspuitingen waren ieder i cc. op dezelfde tijden. Een groep III caviae kreeg als le injectie i cc. anatoxine,de 2e en 3e injectie waren ieder | cc.; intervallen als boven. Een week na de 3e injectie werd bij de 3 groepen hart-punctie verricht en het serum ervan nagegaan op antitoxine- INJECTIES. TABEL 7 HARTPUNCTIE. Na1 week Na2 weken Na3 weken Na4 weken Na8J week Groep le inj. 1 co.nbsp;1 cc.nbsp;1 cc. tetanus tetanus tetanusanatoxine anatoxine anatoxine lt; 2000d.l.m. gt; 8000 d.I.m. A. 1 cc. tetanusanatoxine lt; 8000 d.l.m. 1 co.nbsp;gt; 2000 tetanusnbsp;lt; 4000 anatoxinenbsp;d.l.m. Opmerkingen: zie tabel 6. 1 co.tetanusanatoxine 1 00.tetanusanatoxine Â? 2000d.l.m. lt; 8000 d.l.m. B. C. gehalte. Terwijl groep I en III in staat waren per f cc. sertun1000 tot 2000 d.l.m. muis te neutrahseeren, kon groep IIvan 50 tot 250 d.l.m. muis neutrahseeren. Duidehjk bleek ditverschil tevens 5 maanden na

deze titratie. Dieren van groepII, ingespoten met 20.000 d.l.m. cavia waren den volgenden dagreeds dood aan zeer sterke tetanus, terwijl caviae van groepIII zware tetanus vertoonden en na 4 dagen stierven. De verschillen tusschen de groepen I en II zijn weinig inhet oog springend; duidelijk minder is het antitoxinegehaltevan het serum bij groep II zoodat: een kleine aanvangsdosisbij tetanusanatoxine-entingen onjuist is en men beter devolgende injecties kleiner kan Mezen. Daarna werd met een constante injectie van i cc. anatoxinemet wisselende intervallen en aantal injecties in een tijd van4 weken als volgt gevaccineerd: zie tabel 7. Een groep A caviae kreeg driemaal, met een interval steeds



??? Van ?Š?Šn week, een injectie onderhuids van icc. anatoxine. E^en groep B kreeg om de twee weken een zelfde injectie. Een groep C kreeg om de drie weken een zelfde injectie.Zoodat: groep A in totaal kreeg 3 cc. anatoxine, groep B engroep C 2 cc. echter met andere intervallen. 4 weken na de le injectie voor de drie groepen hartpunctieVoor enkele dieren uit elke groep. Het serum van de dierenvan groep A bleek nu nog niet geheel 2000 d.l.m. muis(gedroogd toxine) per ^ cc. te kunnen neutraliseeren, groep Bhad een iets hoogere antitoxinewaarde 2000 d.l.m.), ter-wijl groep C in staat was per | cc, serum bijna 4000 d.l.m.mms te neutraHseeren. (titratiemuis kreeg den 3en dag ietstetanus). Men ziet aldus, dat hoewel groep A meer anatoxine heeftgekregen dan groep C, de laatste meer immuniteit heeft danQe eerste. Degevoeligmakende injectie heeft langer ingewerkt? Merkwaardig waren de uitkomsten der drie groepenA, B en C ?Š?Šn maand na de eerste punctie. Terwijl het serumVan groep A nu in staat was om meer dan 8000 d.l.m. muisper ^ cc. te neutraliseeren, kon dat van

groep B niet 8000^â€?l-m. muis (f aan tetanus na i dag) en dat van groep^ eveneens geen 8000 d.l.m. (f aan tetanus na 4 dagen)neutraliseeren. Hier zijn dus de rollen omgedraaid: de dieren, die 3 maal icc.anatoxine gekregen hebben, vertoonen hoogere antitoxine-Waarden dan de caviae, dien 2 maal i cc. anatoxine is inge-spoten. Men kan dus de gevolgtrekking maken, dat het inspuitenom de week kort na de laatste injectie, een lager antitoxine-gehalte van het serum geeft; maar dat daarna het voordeel^mt aan de dieren, die het meeste anatoxine gekregen hebben.Het ligt voor de hand dit verschijnsel als een soort dep??t-werking te verklaren: het tetanusanatoxine is gebonden aande hierdoor te voorschijn geroepen (homologe) antitoxinen,IS dus bij titratie op muizen niet aantoonbaar, maar ontvouwtondertusschen toch een antigeenwerking in het dierlijkorganisme Deze laatste proef werd herhaald: als standaardinjectie wederom i cc. anatoxine, groepen als boven ingedeeld.Zie tabel 8. Groep A. krijgt 3 maal i cc. anatoxine, interval iweek.



??? Groep B krijgt 2 maal i cc. anatoxine, interval 2 weken.Groep C krijgt 2 maal i cc. anatoxine, interval 3 weken.Het serumonderzoek vond voor de 3 groepen plaats 5 wekenna de le injectie. Groep A kon per i cc. serum bijna 2000 d.l.m. muis(droog toxine) neutraliseeren: titratiemuis ging dood aantetanus na 7 dagen. Groep B had ongeveer gelijk antitoxinegehalte: 1 cc. serum HARTPUNCTIE -gt;.Na 18J week TABEL 8 Groep INJECTIES Ie inj. Na1 week Na2 weken Na3 weken Na5 weken A. 1 cc. tetanusanatoxine I co. tetanusanatoxine I cc. tetanusanatoxine lt; 2000d.Lm. B. 1 cc.tetanu sanatoxine 1 cc. tetanusanatoxine lt; 2000d.l.m. C. 1 co.tetatnuaanatoxine 1 cc. tetanusanatoxine bijna4000d.l.m. I CC. phys. zoutopl. waarin 2000 d.l.m. muis gaf f aantetanus 4e dag. Groep C kon per | cc. serum Â? 4000 d.l.m. (f aantetanus 6e dag) neutraliseeren. Van deze dieren werd na 3 maanden wederom het anti-toxinegehalte van het serum bepaald, met het resultaat, datde antitoxische titer van de groep A hooger was dan die van deandere groepen B en

C. Tusschen de groepen B en C kwamengeen duidelijke verschillen voor den dag. Resumeerende de resultaten van deze onderzoekingen,waarbij in een gegeven tijd een zoo krachtig mogelijke immu-niteit werd getracht te bereiken, kan ik besluiten: le. dat een grootere aanvangsdosis (gevoeUgmakendeinjectie) is aangewezen. 2e. dat voor het zoo snel mogelijk bereiken van eenbepaalde immuniteit er een behoorlijke afstand tusschen degevoehgmakende en de 2e injectie moet zijn.



??? 3e. dat, als men snel achter elkaar inspuit, b.v. om de weeker een z.g. depotwerking in het organisme optreedt, die opden duur pas effectief blijkt. 4e. dat, wanneer men den tijd heeft, het aanbevelingverdient om het interval tusschen de le en de 2e injectiegroot te kiezen. Tenslotte werd nu nog de invloed van de niet specifiekeprikkel op het effect van de tetanusanatoxine-inspuiting na-gegaan. TABEL 9 Groep II. le injectie - INJECTIES - Na 2 reactie weken 2e injectie reactie HART] 2 wekenna 2einjectie ?UNCTIE 4 wekenna 2einjectie 1 cc.tetanusanatoxine â€” 1 co.tetanusanatoxine â€” lt; 250d.l.m. a lt; 260d.l.m. 1 co. 2%yatreenanatoxine 1 co. 2%yatreenanatoxine lt; 250d.l.m.b a lt; b gt; 250lt; 500d.l.m. Opmerkingen: zie tabel 1. Het bleek, dat, als men caviae, die met tetanusanatoxineNo. 80 een zekere immuniteit hadden verkregen, een nieuweinjectie gaf met tetanusanatoxine voorzien van 2% yatreen,het effect grooter was dan met tetanusanatoxine in dezelfdehoeveelheid zonder yatreen. Voor een nauwkeurig onderzoek werd nu de volgendeproef genomen (zie tabel 9). Een

groep caviae werd met een tusschenruimte van 2Weken ingespoten met 2 injecties van i cc. tetanusanatoxine. Een groep II kreeg met hetzelfde interval 2 maal i cc. vaneen oplossing, die bereid was met yatreen als boven. Voor beide groepen werd steeds den dag na de injectie deplaatselijke reactie op de inspuiting nagegaan en er bleeksteeds bij de met 2 % yatreenanatoxine ingespoten dieren eenvrij sterk infiltraat te bestaan, dat echter binnen korten tijdsteeds weer verdween. Twee weken na de 2?Š injectie werd het serum der beidegroepen getitreerd op muizen en bleek de le groep per | cc.



??? nog in het geheel met 250 d.l.m. mins te kunnen neutrali-seeren, terwijl het serum der 2e groep iets meer antitoxinebevatte: titratiemuis ging veel later dood. Vier weken na de 2e injectie bleek het serum der eerstegroep minder dan 250 d.l.m. per 1 cc. te kunnen neutrali-seeren, terwijl de 2e groep als overeenkomstige waarde250â€”500 d.l.m. had. Samenvattend kan men dus besluiten, dat het toevoegenvan yatreen in staat is de antigeenwerking van het tetanus-anatoxine te verhoogen, waarbij echter de infiltratie op deplaats der enting het gebruik van deze combinatie voorentingen van menschen niet zal bevorderen.



??? HOOFDSTUK II. HET SIMUI.TAAN ENTEN. Hieronder heeft men te verstaan het gelijktijdig inspuitenvan zoowel anatoxine (antigeen, vormer van het actieveantilichaam) als van serum (het passieve antilichaam). Deze wijze van enten is natuurlijk daar aangewezen, waaronmiddellijk in het menschelijk organisme de aanwezigheidvan de tetanusantistof gewenscht is. Van Fransche zijdewerd, vooral met het oog op het voorkomen van de zoogenaam-de t?Štanos post s?Šrique, dit vraagstuk onder de oogen gezien.I^oor de zoogenaamde prophylactische seruminjectie tecombineeren met tetanusanatoxine-inspuiting, beoogdemen een duurzame immuniteit te verkrijgen. Men dachtnamelijk dat de zoogenaamde actieve antilichamen, dus af-komstig van de werking van het anatoxine, langzamerhandin de plaats zouden treden van de met de seruminjectieingebrachte zoogenaamde passieve antistoffen, die zooalsbekend, na bepaalden tijd (zie inleiding) hunne werkinghebben ingeboet. Men spoot in Frankrijk dus bij menschengelijktijdig op verschillende plaatsen antitetanusserum

entetanusanatoxine in. Men kan theoretisch dan verschillendetoestandsbeelden krijgen: le. Het antitoxine in het bloed vermindert langzamerhand:de passieve antilichamen worden uitgescheiden, eventueel vernietigd. 2e. Het antitoxinegehalte blijft op dezelfde hoogte: deverdwijnende passieve antilichamen worden in gelijke mateVervangen door de actieve, ontstaan door de anatoxine-Werking. 3e. De antitoxische titer van het bloed neemt toe: er is meernieuw-vorming door het anatoxine, dan verwijdering van hetpassieve antilichaam. Om een hiaat tusschen de passieveen actieve immunisatie te voorkomen (de actieve immu-niteit ontstaat immers slechts langzamerhand) werd na tiendagen weer een serum-injectie gegeven. Weer tien dagenlater werd opnieuw tetanus-anatoxine geinjiceerd, die



??? de zoogenaamde â€žbond antitoxiquequot; moest veroorzaken(Ramon en Zoeller). Is echter het simultaan immuniseeren mogelijk? On-middellijk komt men dan tot de volgende vragen: Wordt door gelijktijdig inspuiten van antitetanusserumen tetanusanatoxine: le. de werking van het passieve antihchaam verminderd? 2e. de werking van het anatoxine gedrukt of zelfs onmo-gelijk? Voor de beantwoording van de eerste vraag werd devolgende proef genomen: bij twaalf caviae werd de buikgeschoren. Bij zes werd ter weerszijde van de mediaanlijnrespectievelijk 2 cc. antitetanusserum en 2 cc. tetanus-anatoxine no. 80 ingespoten. De andere zes kregen alleenserum onderhuids. Den volgenden dag bleek bij de dieren de buikhuid op deplaats, waar het serum ingespoten was min of meer verdikt,terwijl de anatoxine??njectie geen locale reactie van eenigebeteekenis had veroorzaakt. Door bij deze dieren na i dag, na 3 dagen, na 6 dagen, na10 dagen en na 15 dagen hartpunctie te verrichten en hetserum te titreeren op het A.E. gehalte ziet men al

dadelijk,dat in het bloed van de simultaan ingespoten dieren 1/30A.E. na i dag aanwezig is, terwijl bij de â€žserumquot;dieren dit1/15 A.E. bedraagt (zie graphische voorstelling). De geheele lijn van de â€žserumquot;dieren loopt op een veelhooger niveau dan bij de â€žsimultanequot; dieren: ten slotte iser dan in het geheel geen antitoxine meer aan te toonen,doordat na 15 dagen zelfs een halve cc. serum van beidereeksen gemengd met een halve cc. physiologische zoutop-lossing waarin i d.l.m. muis is opgelost, dit dier niet meerbeschut tegen een doodelijk verloopende tetanus. Men mag hieruit dus zeer zeker besluiten, wat eigenlijkal a priori te verwachten was (binding antitoxine-anatoxine),dat men bij het simultaan inspuiten, door het inbrengen vanhet tetanusanatoxine, afhankelijk van de dosis van hetanatoxine, een groot gedeelte van het â€žpassievequot; antitoxine,buiten werking stelt. Hiermede heeft men dus bij simultaan-inspuitingen ten zeerste rekening te houden. 2e. Hiervoor werd een serie dieren ingespoten met anti-tetanusserum en

tetanusanatoxine als bij vorige proef, een



??? andere groep alleen met anatoxine. Terwijl de dieren, diealleen met tetanusanatoxine ingespoten waren na eenigen tijd VERKLARINGVAN DE GRAPHISCHE VOORSTELLING. Voor de serom-dieren waren de waarden van het bloedna I, 3 en 6 dagen respectievelijk Vu. Â? V??d .Â? \'Ao A.E. Voor de simultane dieren waren deze waardenrespectievelijk \'/ao. Â? VÂ?o. \'ets grooter dan Vso A. E. Van de noemers dezer breuken werd het K.G.V.genomen, te weten 4200. De waarden voor de â€žserumquot;-dieren werden nu280, Â? 210, Â? 105. Dezelfde waarden voor de â€žsimultaanquot;-dieren 140,Â? 105. Â? 84. Langs de Y-as werden deze grootheden afgezet. Langs de X-as werden de dagen afgezet. De gewone lijn geldt voor de â€žserumquot;-dieren (2 cc.serum 4 A. E. cc.). De gebroken lijn geldt voor de â€žsimultaanquot;-dieren(2 cc. serum en 2 cc. tetanus anatoxine). Den tienden dag was de titer bij beide minder dan\'/,,,â€ž A. E.. br bleek echter nog eenige immuniteit(titratie op muizen). Voor dezen dag is dan ook eenwillekeurige waarde tusschen \'/uo (4^) en o

genomen.Daar tijdens de serumtitraties op d.l.m. muis geblekenwas, dat het serum der â€žsenimquot;-dieren in antitoxine-gehalte hooger was dan dat der â€žsimultaanquot; dieren,is de waarde van de laatste in de graphische voorstellingonder die der â€žseruraquot;-dieren geplaatst. Beide lijnen vallen daarna af naar o.: geen anti\'toxine meer aantoonbaar na 15 dagen. =yi5AE \'VSOAE ,,105 Â??•^AOAE ^ysoA?•E =KooAE een aantoonbare immuniteit gekregen hadden, was bij desimultaan ingespotenen geen spoor antitoxine aantoonbaar. Het gelijktijdig inspuiten van antitetanusserum en tetanus-anatoxine drukt dus zeer zeker de werking van het anatoxinein het dierlijk organisme.



??? Maar al was dan ook niet een humorale immuniteit aan-wezig (is slechts grof met mijne methode te benaderen) erdiende uitgemaakt te worden of het anatoxine bij het simul-taan enten een werking in het dierhjk lichaam had ontvouwd:het vermogen om op de specifieke prikkel te reageeren doorde vorimng van antistoffen, had verhoogd. Daarom werd aanal de simultaan ge??mmuniseerde caviae een tweede injectiemet tetanusanatoxine gegeven. De caviae gedroegen zichten opzichte van deze anatoxine??njectie overeenkomstig alsdieren, dien slechts ?Š?Šn injectie was gegeven, waaruit volgt,dat dus blijkbaar de eerste met serum gecombineerde in-spuiting van tetanusanatoxine geen voor het laatste specifiekewerking had verricht. Volledigheidshalve werd nogmaals een reeks caviae ge-vaccineerd in andere verhoudingen: een groep dieren kreeg aan ?Š?Šn zijde van de mediaanlijn5 cc. antitetanusserum, aan de andere zijde i cc. tetanus-anatoxine no. 80, een tweede groep diende ter controle enkreeg geen inspuiting. Na 2 maanden (er werd

vrij lang ge-wacht om de werking van het anatoxine bij de simultaaningespoten dieren tot zijn recht te laten komen) werd aan elkdezer dieren ?Š?Šn injectie van i cc. tetanusanatoxine gegeven enna drie weken het serum getitreerd op muizen. Van beide groe-pen bleken de sera in staat per 1 cc. ongeveer 2 tot 5 d.l.m.mms (gedroogd toxine) te neutraliseeren. Men krijgt dusduidelijk den indruk, (hetgeen bij de boven beschrevenproeven reeds gebleken was), dat de antitoxische titer van hetbloed ook bij de simultaan-ingespoten dieren te danken isaan de onderhuidsche inbrenging van tetanusanatoxine v????rdrie weken. (Vergelijk hiermede mijne uitkomsten van hetonderzoek over de totstandkoming van de immuniteit tegentetanus: Hoofdstuk I). De zoogenaamde â€žr?Šactivit?Š acquisequot;, die ik met de tweedeanatoxine??nspuiting hoopte te kunnen aantoonen en nietbleek te bestaan, trachtte ik nog op andere wijze aan tetoonen. Van een reeks van twaalf caviae werden zes simultaaningespoten (2 cc. antitetanusserum en 2 cc. tetanusanatoxine)en

zes kregen alleen antitetanusserum subcutaan. Na ruim drie maanden werd aan deze dieren respectievelijkI, 2, 3, en 4 d.l.m. gegeven, opgelost in i cc. physiologische



??? zoutoplossing, door inspuiting in de rechter achterpoot. De volgende dagen vertoonden alle dieren zoowel â€žsimul-taanquot; als â€žserumquot;, afhankelijk van het tetanustoxine-dosis,tetanus en gingen ongeveer gelijktijdig (ten opzichte van dedosis) te gronde aan klemziekte. ^ij het simultaan injiceeren schijnt het tetanusanatoxine geen9/ althans zeer weinig werking in het dierlijk organisme te ontvouwen. Had het anatoxine immers het vermogen om antitoxine tevormen latent doen ontstaan, dan moest toch zeker bij dezeproef het verschil in het verloop van de tetanus te voorschijn^ijn gekomen. Waar dit niet het geval is kan men slechtsde gevolgtrekking maken, dat het gelijktijdig met grooteovermaat antitetanusserum ingespoten anatoxine geen anti-geen-werking heeft kunnen verrichten en kan men dus nietalleen zeggen, dat het simultaan inspuiten ongunstig is voorde serumwerldng, maar tevens het ontstaan van de actievequot;nmuniteit verhindert.



??? HOOFDSTUK IH. DE WERKING VAN GEMENGDEENTSTOFFEN, â€žVACCINS ASSOCIBSquot;. Onder gemengde enting verstaat men de praeventieve be-handeling met een mengsel van twee of meer entstoffen. Debedoehng van deze wijze van immuniseeren is met ?Š?Šninjectie tegenover meerdere ziektekiemen tegelijkertijdweerstand te verkrijgen (b.v. Diro, een gemengde entstoftegen diphtherie en roodvonk), waarbij tevens de mogelijkheidbestaat, dat de eene entstof als aspecifieke hulp de antigeen-werking van de andere vermeerdert. Ik heb uitsluitend proeven genomen met gemengde vaccinsbestaande uit twee entstoffen, tetanusanatoxine gemengdmet typhusvaccin resp. diphtherie-anatoxine. Men kan zich nu al dadehjk twee vragen stellen: le. Blijft van beide entstoffen de werking behouden? 2e. Zoo ja, is deze verminderd of vermeerderd? Het meest gunstige is natuurlijk, wanneer de werking vanbeide vermeerdert, dus dat het eene vaccin het andere stimu-leert. Het kan ook zijn nut hebben als ?Š?Šn der vaccins inwerking

vermeerdert en het andere gelijk blijft. Vermindertechter ?Š?Šn van beide, dan kan ons standpunt betrekkelijkzijn; verminderen beide, dan moet men deze geassocieerdevaccinatie als ondeugdelijk verwerpen. Om de vragen, hierboven gesteld, te beantwoorden werdals gemengd vaccin gekozen een mengsel, dat bereid was doorhet neerslag, uit doode typhusbacillen bestaande, dat ver-kregen werd door lo cc. T.A.B. vaccin (Typhus-paratyphusA-paratyphus B) te centrifugeeren en daarna te suspen-deeren in lo cc. tetanusanatoxine No. 80. Als eerste proef (zie tabel 10) werd bij zes caviae i cc. vandit gemengde vaccin onder de buikhuid ingespoten, bij eentweede groep van zes werd alleen i cc. tetanusanatoxineNo. 80 onderhuids ingebracht. Er traden geen noemens-waardige huidreacties op. Na 14 dagen (eerste titratie) werd



??? serum, van enkele dieren uit elke groep door hartpunctieVerkregen, onderling vergeleken. In | cc. sertmi bleek eendusdanige hoeveelheid tetanusantitoxine aanwezig, dat eenhoeveelheid toxine overeenkomend met i d.l.m. muis bijna lt; 1 dim. 18 dgn. na 2e inj. hart- 2e injectie reactie punctie te- 2 weken na vens serum- le inj. titratie. 1 co. geene iets typhus. lt;100dlm. tetanus anatoxine 1 co. geene Â? 60 dim. tetanus anatoxine Agglu-tinatie. nietaanwezig. nietaanwezig TABEL 10 (Proef 1). 14 dagenna le inj. hart-punctie te-vensserum-titratie lt; 1 dim. le injectie reactie I 1 cc.typhua-tetanusanatoxine geene 11 l cc.tetanusanatoxine geene Opmerkingon: zie tabel 1. TABEL 11 (Proef 2). 5 wekenna lo 2e injectie reactie na 2e inj. St. 1 St. 2 Parat. B. INJECTIES Hart-punctie.6 weken Agglutinatie Groep, le injectie reactie I cc.typhus-tetanuganatoxine 1 cc. tetanusanatoxine 1 co. typhusT.A.B. vaccin1 cc.typhua-tetanus-anatoxine GeenÂ? II Geeno â€” III Geeno â€” 1 00. tetanus-anatoxine 1 co.typhus-tetanusanatoxine 40 h80 t 20,40amp; 80 20 lt; 8000dim. Geene lt; 16000dim. Geene 600

400 800 Geene Opmerkingen: als bij Tabel 1. Werd geneutraliseerd, want de muis, die voor deze titratiediende, kreeg slechts in zeer lichten graad tetanus. Van eenduidelijk verschil tusschen de beide groepen was geen sprake. Onmiddelhjk na de hartpunctie werden alle dieren weerge??nt resp. met het gemengde vaccin of alleen met tetanus-anatoxine.



??? Na i8 dagen werd hartpunctie gedaan bij de nog niet ge-puncteerde caviae. Bij serumonderzoek op muizen bleekhet serum der met gemengd vaccin ingespoten dieren meerantito3dne te bevatten dan dat der dieren, die met tetanus-anatoxine alleen ge??nt waren; de verhoudingen tusschen debeide immuniteitstoestanden was Â? 2:1. Het serum der met gemengde entstof ingespoten dierenbleek geen typhus-agglutininen te bevatten. Als tweede proef werd hetzelfde onderzoek herhaald (zietabel II). De gemengde entstof werd als vroeger bereid. Hettetanusanatoxine was ook hetzelfde. Met een interval van5 weken werd aan 6 caviae (groep i) het gemengde vaccin,aan 6 andere (groep 2) alleen het tetanusanatoxine telkensI cc. onderhuids ingespoten. Een derde 6 tal (groep 3) kreegmet hetzelfde interval, als eerste injectie i cc. T.A.B, vaccin,als tweede injectie i cc. gemengde entstof als boven. Was nu het immuniseeren met gemengd vaccin beter danmet het enkelvoudige tetanusanatoxine, dan moest dit ver-schil, gezien den langen tijd tusschen

de 2 inspuitingen, zeernaar voren komen. Daarbij werd tevens extra lang gewacht,voordat de dieren gepuncteerd werden, nl, 6 weken. Het serum der met gemengd vaccin ingespoten dieren bleekaldus 6 weken na de 2e injectie nog geen 8000 d.l.m. muis(gedroogd toxine) per 1 cc. te kunnen neutraliseeren (f aantetanus 6e dag), terwijl het serum der dieren, dien het enkel-voudige tetanusanatoxine was ingespoten meer dan 16000d.l.m. per | cc. kon neutraliseeren. Hoeveel meer is helaasniet te zeggen, daar deze uitkomsten zeer onverwacht warenen de 16000 d.l.m. muis als uiterste grens bij deze titratieswas beschouwd. In ieder geval kan men zeggen, dat de metgemengd vaccin ingespoten dieren ver ten achter warengebleven in immuniteit bij de caviae, die slechts tetanus-anatoxine in dezelfde hoeveelheid gekregen hadden. Daarna werd het serum (van dezelfde hartpunctie af-kornstig) der groepen i en 3 onderzocht op typhusaggluti-natie. Het resultaat was, dat voor de eerste groep van dierende agglutinatie voor twee typhusstammen een titer

had van20 resp. 40 ?¤ 80 (twijfelachtig). Paratyphus A agglutineerdespontaan. Paratyphus B agglutineerde met een serum-verdunning 20, 40 ?¤ 80 twijfelachtig. Voor de derde groep van dieren had de agglutinatie voor



??? TABEL 12 (Proef 3). Reactie 2e injectie Reactiena 11dgn. Hartpunctie 14 dgn.na 2e injectie Groepen, le injectie tetanus agglu-tinatieSt.1 St.2 A.B. 2e hartpunctie20 dgn. na 2e injectietetanus agglu-tinatie 3e hartpunctie56 dgn. na 2e injectie tetanus agglu-tinatieSt.1 St.2 A.B. 60â€”100d.l.m. nietverricht gt;nbsp;50lt;100d.l.m. gt;nbsp;50lt; 100d.l.m. AB 1nbsp;cc. tetanusanatoxine 2nbsp;cc.typhus-tetanus anatoxine 1 cc.T.A.B. vaccin 1nbsp;cc. tetanusanatoxine 2nbsp;cc.typhus-tetanus anatoxine 1 cc.T.A.B. vaccin geene geene lt;40 lt;40 geene geene --lt;50 d.l.m. geene geene â€” 80. 80 --lt; 200 ietslt; 200 niet duidelijk â€” niet duidelijk



??? de twee bovengenoemde typhusstammen een titer van onge-veer 400 resp. 800. Paratyphus B agglutineerde nog in serum-verdunning 600, Hieruit mag men besluiten, dat voor de eerste groep deagglutinatie in het algemeen veel minder sterk is dan die voorde derde groep en dat dus bij het gebruik van gemengdvaccin T.A.B. het typhusvaccin in zijn werking sterk wordtbenadeeld. Als derde proef (zie tabel 12) werd als een tweede typhus-tetanusanatoxine-vaccin een mengsel gekozen, dat bestonduit gelijke deelen typhusvaccin T.A.B. en tetanusanatoxineNo. 80. Een groep A groot 8 caviae, kreeg 2 maal i cc. tetanusana-toxine met een interval van 11 dagen. Een evengroote groep B kreeg 2 imal 2 cc. gemengdvaccin (typhusvaccin-tetanusanatoxine ?¤?¤) met een intervalals boven. Een groep C evengroot, kreeg 2 maal i cc. T.A.B. vaccin,interval als boven. Na 14 dagen hartpunetie. Het serum van de dieren van degroepen A en B werd onderzocht op zijn gehalte aan tetanus-antitoxine, van groep B en C op typhusagglutinatie. Het resultaat van

het serum onderzoek van groep A en Bwas, dat (le titratie) de muizen, die met serum van groep Awaren ingespoten ongeveer in gelijke mate tetanus kregen enhieraan stierven, als de muizen, die met serum van groep Bwaren ingespoten: | cc. serum der beide groepen kon nog geen100 d.l.m. muis neutraliseeren. Het agglutinatieonderzoek van de groepen B en C gaf voorB de mogehjkheid tot agglutinatie van twee tj^husstammentot een titer van nauwelijks 40: voor paratyphus A en B vieldeze negatief uit. Voor groep C was de agglutinatie voor de beide typhus-stammen duidelijk 80. Paratyphus A en B eveneens negatief. Na twee weken werden de groepen A en B wederom verge-leken, dus 4 weken na de 2e injectie. Een typhusagglutinatiewerd niet verricht. Het serumonderzoek (2e titratie) op tetanusantitoxinegaf voor groep A een neutralisatiewaarde van 50â€”100d.l.m. muis (gedroogd toxine); dat van groep B kon nog geen50 d.l.m. muis neutrahseeren (f aan tetanus 2e dag), telkens



??? per I cc. serum. Hier ziet men dus, dat de caviae, die 2 maalJ cc. van het enkelvoudige tetanusanatoxine gekregenhadden, ruim 2 maal grootere inmiuniteit hadden dan demet gemengd vaccin ingespoten dieren. Weer na vier weken, dus 8 weken na de tweede injectie,Werd hartpunctie bij de overgebleven dieren verricht (3etitratie). Het serum van groepen A en B werd onderling vergeleken. Het serum van groepen B en C eveneens. Bij de titratie op muizen, om de antitoxische titer van hetserum tegen tetanus te leeren kennen bleek, dat terwijl hetserum van de dieren, die met tetanusanatoxine waren in-gespoten nog geen 200 d.l.m. per cc. kon neutraliseeren(t aan tetanus na 3 dagen) van de met gemengd vaccinmgespoten dieren cc. serum 200 d.l.m. muis (gedroogdtoxine) zoover kon neutraliseeren, dat pas op den 8sten dagtetanus optrad. De typhusagglutinatie voor 2 stammen voorgroep B zoowel als voor groep C was zeer onduidelijk; eenverschil tusschen de groepen B en C werd niet gevonden. Uit de titraties van deze derde proef, waarbij het gemengdeVaccin op een andere

wijze bereid was, valt weer zeer weinigte leeren, wat betreft de werking van het tetanusanatoxine;Van het vaccin T.A.B. kan gezegd worden, dat het in hetgemengde vaccin minder antigeenvermogen heeft dan hettyphusvaccin alleen. Vat men al deze uitkomsten met bovengenoemde tweeVerschillend bereide typhus-tetanusanatoxine vaccins samen,dan blijkt, wat betreft het optreden van tetanusantitoxinem het serum bij de genomen proeven, dat: Proej I. Bij de eerste titratie (14 dagen na de le injectie) geen ver-schillen te bestaan tusschen de dieren, die met het enkel-voudig tetanusanatoxine en die met het gemengde vaccinzijn ingespoten. Bij de tweede titratie (18 dagen na de 2e injectie) hetVoordeel sterk te liggen aan de zijde van de dieren, die methet gemengde typhus-tetanusanatoxine waren ingespoten 2:1. ProeJ 2. Bij de titratie der dieren, die het enkelvoudig vaccin4nbsp;49



??? gekregen hadden, meer dan 2 maal zooveel antitoxine in hetserum bezaten dan de dieren, die met de gemengde entstofwaren ingespoten. Proej 3. Bij de eerste titratie er geen verschil in antitoxinegehaltevan het serum tusschen de met het enkelvoudig tetanusana-toxine en de met gemengde entstoffen ingespotene was. Bij de tweede titratie het voordeel aan de zijde van dedieren, die met het enkelvoudige tetanusanatoxine wareningespoten. Bij de derde titratie bevatte het serum der met de gemengdeentstof ingespoten dieren meer antitoxine. Overziet men nu al deze titraties dan blijkt ten opzichtevan het optreden van tetanusantitoxine het voordeelevenzoo vele malen aan de zijde te liggen van de dieren,die met de gemengde als van de dieren die met de enkel-voudige entstof zijn ingespoten, zoodat noch aan het metgemengde entstoffen, noch aan het met enkelvoudig ana-toxine inspuiten den voorrang verleend kan worden. Alles te zamen genomen mag men dan ook niet meer be-sluiten dan dat bij het mengen van tetanusanatoxine

mettyphusvaccin, de werking van het eerste niet steeds verhoogdwordt, zooals in de Fransche literatuur wordt beweerd (zieinleiding). Evenwel behoeft hiermede de verdienste van het mengenvan tetanusanatoxine met T.A.B. wat de werking betreftvan het anatoxine, nu nog niet ontkend te worden; (zie beginvan dit hoofdstuk). Een overzicht van typhusimmuniteit c.q. agglutinatiebij deze 3 dierproeven geeft betere resultaten met het enkel-voudige typhusvaccin, zoodat het effect van het T.A.B. vaccinverminderd wordt door het gelijktijdig inspuiten met anatoxine. Zoodat tenslotte van het gecombineerde vaccin kan wordengezegd, dat het ter verkrijging van antitoxische tetanus-immuniteit niet duidelijk bij het enkelvoudige anatoxineachterstaat, maar dat de immuniteitswaarde voor typhusaanmerkelijk geringer is dan voor het typhusvaccin af-zonderlijk. * **



??? Naast de combinatie van tetanusanatoxine met typhus-vaccin werd het tetanusanatoxine gemengd met gelijkehoeveelheden diphtherie-anatoxine. O Â? \'C O Â§ O 5nbsp;??ti 4. eii ^ \'s\'itnbsp;1 quot;\' 11 ÂŽ Â§ T3nbsp;-H conbsp;-lt;n 1-s 1^1nbsp;IJ ij V-dnbsp;V-a 00 â€?2 Inbsp; 1 I IB O ^nbsp;COnbsp;rl CO IN S C ^ llinbsp;ia. I nnbsp;r, n H A I ^ Inbsp;V-b V-?? ^ IN cn .2 g .2nbsp;snbsp;ÂŽnbsp;ÂŽ ÂŽnbsp;1 â– iiinbsp;mnbsp;mnbsp;Â?11nbsp;li â€?s ÂŽ -Snbsp;-g Inbsp;-i -9 Â?nbsp;-g.Â?nbsp;Is (nnÂ?nbsp;Snbsp;-??Snbsp;aa , Ui u^ Jll â€”nbsp;. 03 Onbsp;?“ Qgt; .3 â€?â– ^â– c.g -C.Q O Een reeks caviae werd nu als volgt onderhuids ingespoten: I.nbsp;Een eerste groep kreeg onder de buikhuid tweemaal meteen interval van twee weken telkens i cc. tetanusanatoxine. II.nbsp;Een tweede groep met hetzelfde interval tweemaal eeninjectie van 2 cc. tetanus-diphtherie-anatoxine aa. III.nbsp;Een derde groep kreeg tweemaal met twee wekentusschenruimte telkens i cc. diphtherie-anatoxine.



??? Na elke injectie werd den volgenden dag de inentings-plaats nagegaan en bleek bij de met enkelvoudig tetanus-anatoxine ingespoten dieren practisch geen huidreactie aan-wezig, terwijl de dieren, die met het gemengde vaccin be-handeld waren vrij sterke infiltraties hadden, evenals decaviae, die met diphtherie-anatoxine waren ingespoten. Deinfiltraten gingen echter steeds vrij snel terug (zie tabel 13). Serumonderzoek na 20 dagen, In de eerste plaats werd vergeleken de eerste met de tweedegroep met het oog op de aanwezigheid van tetanusantitoxine. Het serum van de dieren, die alleen met tetanusanatoxinewaren ingespoten, was in een hoeveelheid van | cc. niet instaat om 100 d.l.m. muis te neutraliseeren; f aan tetanusna drie dagen, zonder zware tetanusverschijnselen den eerstendag. Het serum van de dieren, die met gemengd tetanus-diphthe-rie-anatoxine waren ingespoten, kon eveneens geen 100d.l.m. muis per | cc. neutraliseeren; echter den eersten dagal sterk tetanus, den tweeden dag f. Daar te hoog getitreerd was, kan men

geen juiste gevolg-trekking maken; echter mag men toch met eenige zekerheidaannemen, lettend op het verloop bij de titraties op muizen,dat het serum der caviae, die met het enkelvoudig tetanus-anatoxine waren ingespoten meer tetanusantitoxine bevattedan dat der dieren, die het gemengde vaccin tetanus-diph-therie-anatoxine gekregen hadden. Om de groepen II en III te vergelijken op diphtherie-immuniteit werd de intracutane methode op caviae gevolgdzooals die door R??mer is aangegeven. Aangezien ik evenwelzooveel intracutane injecties op hetzelfde dier moest geven,bleek het beschikbare huidoppervlak te klein en ging ik tothet konijn over. Eerst diende bepaald te worden in welkeverdunning het gebruikelijke â€žSchickquot; toxine nog reactiegaf in de konijnenhuid. Aldus werden van het toxine, zooalsbij den mensch voor de reactie van â€žSchickquot; wordt aangewendde volgende zes verdunningen gemaakt: i : 25; i : 20;i : 15; i : 10; 1:5; 1:1 en onverdund. Hiervan werd nu 0.2 cc. intracutaan ingespoten in de ge-schoren konijnenrug.

Na 24 uur kwam er al een duidelijkereactie bij verdunningen, die het meeste toxine bevatten.



??? In den loop van eenige dagen werden deze reacties veelsterker; in de verdunningen i : 5, i : i en onverdund tradzelfs uitgesproken n?Šcros?Š op. De verdunning i : 25 gafnog een duidelijke plaatselijke reactie (roodheid). Nu werd het serum der groepen II en III verdund: i : 10I : 25; I : 75; I : 250; i : 1000. Het â€žSchickquot;toxine werd verdund dusdanig, dat er nogeen zeer duidelijke reactie te verwachten was op het konijnn.1. I : 20. Daar het mengsel (serum en verdunde â€žSchickquot;-toxine), dat ingespoten wordt 0.2 cc. moet zijn, waarvano.i cc. â€žSchickquot;-toxine-verdunning, moet dus nu het â€žSchick\',toxine verdund worden i : 10. Vervolgens werd nu i cc. van elke serum-verdunning vaniedere groep gemengd met i cc. i : 10 â€žSchickquot;-toxineoplossing. Als controle werd genomen 0.2 cc. â€žSchickquot; oplossing ver-dund I : 20. In de geschoren huid van den konijnenrug werden nurechts de vijf titratiemengsels der â€ždiphtheriequot;-caviae, linksdie der â€žtetanus-diphtherie-anatoxinequot;-caviae, telkens ineen hoeveelheid van 0.2 cc. intracutaan ingespoten. Na een

dag was er al een Hchte roodkleuring bij de sterksteserumverdunning links (de z.g. â€žgeassocieerdequot; plaats),terwijl tevens de controle positief was. In den loop van devolgende drie dagen breidden aan de zijde, waar de mengselsmet het serum van groep II waren ingespoten, de positievereacties zich uit tot en met het mengsel, dat het meesteserum .bevatte. Aan de â€ždiphtheriequot; kant (serum der dierenvan groep III) werden alleen reacties gezien bij de serum-verdunningen I : 1000 en i : 250; de controle was sterkrood. In het verdere verloop helderden in eenige dagen de roodeverkleuringen weer op, de reactie der controle bleef nog langerbestaan. Men ziet dus, dat de verdunde â€žSGhickquot;-toxine oplossingI : 10 in de hoeveelheid van o.i cc., die bekend is als duidelijkreactie te geven in de konijnenhuid, voor het grootste gedeeltedoor het serum der â€ždiphtheriequot;-dieren n.1. tot i : 75 ge-neutrahseerd was, terwijl bij de â€žgemengd ingespotenquot;-kantzelfs de verdunning i : 10 niet in staat was de reactie er vantegen te houden.



??? Daar natuurlijk een toevallige samenloop van omstandig-heden bij deze uitslag niet was uit te sluiten, werd na 8 wekenwederom hartpunetie gedaan bij de nog l??et gepuncteerdedieren en het serum van de groepen als hierboven aan eenherhaald onderzoek onderworpen. De groep I, die met tweemaal i cc. tetanusanatoxineingespoten was, neutraliseerde nog geen 200 d.l.m. per i cc.serum, evenmin de groep, die met tweemaal 2 cc. tetanus-diphtherie-anatoxine ingespoten was: Groep II. Voor beide groepen bleek tetanus f 2e dag, zoodat hiergeen verschillen in tetanusimmuniteit konden worden aan-getoond. Het onderzoek op diphtherie-immuniteit werd weder-om als boven beschreven verricht. Den volgenden dag was de controlereactie zeer duidelijkrood. In den loop van de volgende drie dagen werden de viersterkste serumverdunningen aan de â€žgeassocieerdequot; kant(de verdunning i : 10 bleef nog vrij) min of meer rood, echterniet zoo sterk als de controles. Aan de â€ždiphtheriequot;kant was alleen de meest sterke serum-verdunning: i

: 1000 iets rood. In den loop van twee volgendedagen verbleekten de reacties, de controles bleven nog ietsrood en warm. Deze laatste verdwenen na enkele dagen even-eens. Er bleek dus: le: dat de diphtherie-immuniteit zoowel voor de enkel-voudig als gemengd ingespoten dieren gestegen was ten op-zichte van den toestand van 20 dagen na de tweede injectie. 2e: dat nu een serumverdunning van i op 250 van deâ€ždiphtheriequot;-dieren; daarentegen slechts in verdunning i : 10van de met gemengd vaccin ingespoten caviae in staat wasde reactie op te heffen, die een bepaalde hoeveelheid diph-therie-toxine moest geven, of: De gemengd ingespoten dierenhadden een minder sterke diphtherieimmuniteit dan de dieren,die met enkelvoudig diphtherie-anatoxine waren ingespoten. Overziet men de uitkomsten van dit gemengd tetanus-diphtherievaccin allereerst ten opzichte van de tetanus-immuniteit, dan blijkt dat bij het eerste onderzoek het voor-deel was aan de zijde van di?¨ dieren, die met het enkelvoudigetetanusanatoxine waren ingespoten;

bij het tweede onder-zoek daarentegen was geen verschil merkbaar.



??? Aangaande de diphtherie-immuniteit (antitoxische titer)ohjkt in de beide onderzoekingen het voordeel geheel te liggenaan de zijde van het inspuiten van het enkelvoudige diphtherie-anatoxine. Waarom bij het mengen van tetanusanatoxinemet diphtherie-anatoxine proefondervindelijk de werking vanhet tetanusanatoxine min of meer gelijk blijft, terwijl dievan het diphtherie-anatoxine vermindert, kan ik niet ver-klaren. Resumeerende de resultaten van de immunisatie met dezebeide gemengde vaccins (T.A.B.-tetanusanatoxine endiphtherie-anatoxine-tetanusanatoxine) kan men besluiten:le. dat in gemengde vaccins de werking van tetanus-anatoxine min of meer onveranderd blijft, maar wel eenigeneiging vertoont in zijn werking te verminderen. 2e. dat de specifielce werking van het bijgevoegde tweedevaccin, het T.A.B, respectievelijk diphtherie-anatoxine,geringer is dan de toepassing van het afzonderlijke vaccina.A.B. respectievelijk diphtherie-anatoxine.3e. dat het mengen van vaccins als regel niet is aangewezen.



??? HOOFDSTUK IV. ENTING VAN MENSCHENMET TETANUSANATOXINE. Nadat bij een groot aantal caviae lo cc. van het anatoxineNo. 80 onderhuids was ingespoten en nooit een plaatselijkereactie, noch tetanus, hetzij lokaal of algemeen, vroeg oflaat was opgetreden, werd na voorafgaand onderzoek opsteriliteit, overgegaan tot het inspuiten bij menschen. Alvorens tetanusanatoxine in te spuiten werd bij elkder proefpersonen een venepunctie gedaan. Het verkregenserum bleek bij muizen ingespoten nooit eenige toxiciteitte bezitten, tevens viel een onderzoek op tetanus-antitoxinenegatief uit, daar muizen ingespoten met een mengsel vanI cc. phys. zoutopl., waarin i d.l.m. muis en cc. van het teonderzoeken serum, in denzelfden tijd aan tetanus te grondegingen als een contr??ledier, hetwelk in i cc. physiologischezoutoplossing i d.l.m. muis was ingespoten. Aangezien het niet mogelijk is door een eenvoudige huid-reactie de antitoxische immuniteit bij tetanus te bepalen,moest naar een andere methode van vergelijking worden om-gezien. Het

kwam mij het meest praktisch voor de verkregenimmuniteit der ge??nte personen te vergelijken- met de pas-sieve immuniteit, die verkregen wordt door inspuiting vande gebruikelijke prophylactische dosis tetanusserum. Om deze grootte te kennen werd bij een persoon, die 24uur te voren met 20 A.E. (tetanusantitoxine) was ingespoten,venepunctie gedaan en het serum op antitoxinegehalteonderzocht. Deze 20 A.E. neutraliseeren de hoeveelheidtoxine, die 20 X 40.000.000 gram muis dooden, zoodat,wanneer we de hoeveelheid bloed op 5 1^. stellen en aannemendat alle antitoxine vrij in het bloed aanwezig is, i cc. bloedeen hoeveelheid antitoxine bevat, die 800.000.000 : 5000 gramd.l.m. muis neutrahseert, dit is 160.000 gram d.l.m. muis of16,000 d.l.m. muis van 10 gram. Mijne uitkomsten op muizenleerden echter, dat na een tetanusseruminjectie van 20 A.E.,



??? ?Š?Šn cc. serum nog geen 500 d.l.m. muis (gedroogd toxine)kon neutraliseeren. Wanneer het mij nu mogelijk was met het anatoxine eendusdanige immuniteit te verkrijgen, dat ^ cc. serum van dengevaccineerde 250 d.l.m. muis (gedroogd toxine) neutrali-seerde, meende ik te mogen aannemen, dat er dan een vol-doende weerstand tegen de tetanusinfectie bestond. Immers deze te meten antitoxische titer is slechts een onder-deel, zelfs een klein onderdeel van den weerstand van hetactief ge??mmuniseerde lichaam, omdat hier de cellulaireimmuniteit nog naast de humorale staat en gene als oorzaakyan de laatste een belangrijke functie in afweer van infectiesm casu tetanus moet toegezegd worden. Deze ,,r?Šactivit?Šacquisequot; is helaas niet te meten, maar in zijn sluimerendekracht zeer zeker te waardeeren, daar we uit serumtitratiesna een z.g. â€žinjection de rappelquot; kunnen nagaan, hoe er uit eenzeer lage antitoxische titer in het bloed in zeer korten tijdeen zeer hooge humorale immuniteit kan ontstaan. Uitdierproeven kon ik bevestigen, dat deze reactie op een her-

meuwde inspuiting des te krachtiger is, naarmate het tijds-verloop tusschen de iste injectie (gevoelig makende) en de2de inspuiting grooter is. (zie hoofdstuk I). Met het oogop den incubatietijd van tetanus is het dan ook niet gewaagdte zeggen, dat de humorale immuniteit door de vaccinatieopgewekt zeer veel lager kan zijn dan die na de prophylac-tische serum injectie en des te lager, naarmate de vaccinatielanger in het verleden ligt, omdat men immers de tetanusmfectie als specifieke prikkel een werking toe mag schrijvenals een â€žinjection de rappelquot;. Hoe hoog deze humoraleimmuniteit minstens moet zijn is natuurlijk niet te zeggen,eendeels onmiddellijk al hierom niet, omdat we dan zoudenmoeten experimenteeren op menschen met de zoo verrade-Ijjke tetanusziektekiemen, anderdeels omdat er zulke persoon-lijke verschillen zijn in gevoeligheid, die de mogelijkheidtot anti toxine vorming beheersclien. \' Resultaten van de vaccinaties: Proefpersoon T. kreeg als eerste injectie i cc. anatoxine;5 weken later wordt venepunctie gedaan. Het serum wordtgetitreerd op de aanwezigheid

van antitoxine. Br bleek in



??? zooverre antitoxine in het bloed aanwezig, dat ^ cc. serumgemengd met i d.l.m. ingespoten bij een muis deze langer dan6 dagen in leven liet. Daarna kreeg T. als 2e injectie i cc.anatoxine. Twee weken hierna werd alvorens de 3e injectiete geven, nogmaals venepunctie gedaan. Terwijl het contr??le-dier in 4 dagen aan tetanus stierf, kon een | cc. serum eenmuis tegen 2 a 4 d.l.m. beschermen. Twee weken na de 3einjectie bleek het serum 1000 d.l.m. muis per ^ cc., tekunnen neutraliseeren, d.w.z. de actieve humorale immuniteitwas dus ruim 4 x grooter dan die na de seruminjectie van20 A.E. Dit was dus 9 weken na de le injectie het geval. Proefpersoon B. werden met een interval van i maand2 injecties van i cc. anatoxine gegeven. Het serum bevattena de le injectie geen aantoonbare hoeveelheid antitoxine.Twee weken na de 2e injectie kon door | cc. serum 3 a 5d.l.m. muis geneutraliseerd worden. E?Šn week na de 3einspuiting (7^ week na de le injectie) neutraliseerde het serummeer dan 250 d.l.m. per cc. Er werd helaas niet hooger ge-

titreerd, zoodat niet te zeggen is hoeveel grooter het anti-toxinegehalte in werkelijkheid was. Proefpersonen P. en L. kregen ieder met i maand intervalI cc. anatoxine. E?Šn maand na de le injectie bleek ^ cc.serum van L. nog niet ?Š?Šn d.l.m. muis te neutraliseeren: Hetdier kreeg zware tetanus, ging echter niet dood. Van P. is dewaarde na de le inspuiting niet bekend. Een week na de 2einjectie werd een vene-punctie verricht en hierna de 3einjectie van i cc. anatoxine gegeven. Terwijl na de 2e injectiehet serum van P. niet in staat was per | cc. i a 2 d.l.m. teneutraliseeren, neutraliseerde dat van L. 2â€”5 d.l.m. Een week na de 3e injectie (dus 6|- week na de le injectie)waren de resultaten van P. zoodanig, dat het serum per cc.nog geen 250 d.l.m. neutraliseerde (muis tetanus f tweededag), terwijlL. instaat was nagenoeg 1000 d.l.m. muis per cc.serum te neutraliseeren (titratie muis kreeg matige tetanus). Merkwaardig was, dat terwijl de gevaccineerden T., B. en P.geen reactie hadden vertoond, bij L. daarentegen na de ana-toxine-injectie een lichte

roodheid was waar te nemen.In het geheele verloop van de immunisatie blijkt L. beteronvatbaar te worden; vooral na de 3e injectie blijkt er tus-schen P. en L. een duidelijk verschil te bestaan.



??? ^roejpersonen W., Th. en S werden eveneens gelijktijdiggevaccineerd. De eerste 2 injecties met een interval van 3Weken, de derde ?Š?Šn week na de tweede. De venepnnctie had plaats bij W. en Th. 12 dagen na de3e injectie (dus a 6 weken na de le injectie). Er kwamengroote verschillen voor den dag. kon per 1 serum meer dan 2000 d.l.m. muis neutrali-seeren. Hooger was door mij niet getitreerd. T\'/i.konper \\ cc. serum nog geen 250 d.l.m. neutraliseeren,lager was niet getitreerd. â€?S*., die drie weken later, dus 33 dagen na de 3e injectiegepuncteerd werd, was in staat nog geen 250 d.l.m. per | cc.serum te neutraliseeren (f muis na 6e dag). Vat men de uitkomsten bij deze weinige personen ver-kregen samen, dan blijkt: Ie. dat het met anatoxine No. 80 mogelijk is bij menschenm het serum tetanusantitoxine te voorschijn te roepen. 2e. dat met de gebruikte injecties van i cc. dit eerstna de 3e in ruime mate optreedt. 3e. dat er groote persoonlijke verschillen bestaan, diede uitkomsten beheerschen. ^ 4e. dat met deze hoeveelheden anatoxine in het algemeenniet eerder dan na 6

weken een voldoend antitoxinegehalteVan het bloed aanwezig is.



??? HOOFDSTUK V. BETEEKENIS VAN DE UITVI.OKKING VANRAMON AI,S WAARDEBEPALING VOOR HETTOXINE RESP. ANATOXINE EN ANTITOXINE. Dit hoofdstuk heeft geenszins de pretentie het verschijnselvan de uitvlokking in wezen te verklaren. Zooals bekendis, wijst Ramon en met hem vele andere Fransche onder-zoekers nog steeds op het feit, dat men in de uitvlokkings-reactie, zoowel bij titratie van tetanus- als bij de titratie vandiphtherietoxine, -anatoxine en -antitoxine een buiten-gewoon eenvoudig middel bezit om in vitro eenerzijds deantigeenwaarde (antitoxineverwekkende en -bindende) vantoxine of anatoxine en anderzijds de neutraliseerende (toxine-bindende) waarde van het serum te bepalen. Het feit, dat vele sera neerslagen geven als men ze mengtmet hun overeenkomstige toxinen, is reeds lang bekend.In 1909 deden Cai,meâ„? en Massol hierover al mede-deelingen ten opzichte van het titreeren van het cobra-antitoxine. In 1919 en 1920 pubHceerden Nicolle, C?ŠsARien JouAN^i- 32 hun titraties van diphtherie- en

tetanustoxine,waarbij ze het toxine of het serum, dat ze wilden titreeren,\'mengden met 10% gelatine en hierop het homologe serum oftoxine in opklimmende hoeveelheid goten. Ze zouden goedeovereenkomst gekregen hebben tusschen de waarden invitro en vivo, en schrijven hun succes toe aan het met ammo-niumsulfaat geconcentreerde toxine, dat ze gebruikten. Ramon bracht dus eigenlijk in principe niets nieuws,toen hij er op wees, dat wanneer men bij elkaar voegt toxineen specifiek antitoxine er na bewaren bij kamertemperatuureen z.g. uitvlokking kan optreden. De groote verdienste vanRamon ligt echter in zijn uitspraak, dat deze uitvlokkinghet allereerst optreedt daar (floculation initiale), waar toxineen specifiek antitoxine in elkaar neutraliseerende hoeveel-heden bij elkaar zijn gebracht. Voor versche toxinen geldt, datwanneer men ze titreert met hetzelfde serum en bij dezelfde 60



??? temperatuur, de uitvlokkingstijd recht evenredig toeneemtmet de grootte van de d.l.m. Van het anatoxine kon Ramon ^^mededeelen: â€žlyC pouvoir antig?¨ne est d\'autant plus consi-d?Šrable que le temps de floculation est plus r?Šduitquot;. Zoofag dan ook Descombey het formoltoxine bij langer verblijfin de broedstoof zijn antigeenvermogen inboeten, terwijl deuitvlokkingstijd langer werd. Samen met Ramon ^^ zegtI^Escombey, dat vooral bij tetanustoxinetitratie deze uit-vlokking van zoo groote waarde moet zijn, omdat bij dittoxine het giftigheidsvermogen zoo labiel is en dus daaromniet goed is te titreeren in vivo. Noodig is in de eerste plaatseen â€žs?Šrum convenablement choisiquot;, z.g. goed uitvlokkendserum. Verder zagen zij de initiale uitvlokking ook steedsm het neutrale mengsel optreden. Al spoedig echter gaf Schoi^z ^^ een zeer scherpe critiekhierop. Hij meent, dat er voor de titratie in vitro voor ?Š?Šngifteenheid tweemaal zooveel antitoxine (Ramon) noodig isals in vivo, omdat die ?Š?Šne gebonden antitoxine-eenheididentiek is met de antitoxische energie van loo caviae.

Ofevenwel een dergelijke voorstelling van den gang van zaken bijde neutralisatie van toxine en antitoxine recht van bestaanheeft, mag, in aanmerking genomen de moderne beschou-wingen van het wezen dezer reactie, ten zeerste betwijfeldWorden (Bordet c.s.). Met de methode in vitro, zegt Scholz,zijn de verschillen 3 a 400 maal grooter dan bij titratie invivo, zoodat hij dan ook meent, dat deze methode voorpractisch gebruik niet in aanmerking kan komen. Dit allesgeldt voor het tetanustoxine resp. antitoxine. Maar ook Abt en Erber ^^ kwamen bij hunne onderzoe-kingen over het titreeren van tetanustoxineâ€”antitoxine totde uitspraak, dat tetanustoxine resp. antitoxine bij hunnenitvlokkingen lang niet die regelmatige uitkomsten gavenals bij diphtherieuitvlokking. De tetanustoxinen, die zegebruikten, waren ongeveer van dezelfde sterkte en vloktenmet hun serum vrijwel op dezelfde hoogte in de serie uit na2 a 3 uur in een waterbad bij 45 graden C. gestaan te hebben.Bij hoogere temperatuur zouden de uitkomsten onregel-matiger worden. Met hun sera kregen deze onderzoekers

veelminder juiste waarden. De snelheid van uitvlokking was zeerverschillend en daarom zou volgens hen in de tetanus- meerdan in de diphtheriesera een collo??debeschermer voorkomen.



??? Zij komen tenslotte tot het resultaat, dat Â? 60 % van de seraovereenkomst geeft tusschen vivo en vitrotitraties en schrijvenbij de verschillen der rest nog een grooten invloed toe aan deindividueele gevoeligheid der proefdieren, zoodat bij toenamevan dit aantal de overeenkomst tusschen vivo- en vitro-proeven nog meer aan den dag zal treden. Deze laatste op-merking maakt echter den indruk van het verlangen de uit-komsten in vitro sluitend te maken met die in vivo. Abt enErber willen tenslotte de uitvlokking stellen boven demethode in vivo uit het oogpunt van tijd en geld. Naar aanleiding van zijn proeven over de uitvlokking konschmidt 37 mededeelen, dat de titraties van een groot aantaltetanussera met bijna zekerheid kan plaats hebben in vitro(overeenkomst met Abt en Erber). Daar hij echter metFransch serum, alleen met Fransch toxine meer regelmatigeuitvlokkingen kreeg in de buurt van het neutrale punt, schijntvolkomen homologe herkomst een rol te spelen en kan dus deuitvlokking alleen niet gebruikt worden als waardebepalingen

dient dus iedere uitvlokking telkens gecontroleerd teworden door titratie op dieren. Bij zijn experimenten zaghij soms een in meerdere buizen tegelijkertijd optredendegelijkwaardige uitvlokking; soms niet een uitvlokking op hetneutrale punt, zoodat hij controle aanraadt door het uit-vlokkende mengsel bij dieren in te spuiten. Al deze onregelmatigheden bij de uitvlokking van tetanus-(ana) toxine-antitoxine werden door Kaxic ^s samenge-bracht onder den naam â€žfloculations non sp?Šcifiquesquot;.Hij drukt zich buitengewoon voorzichtig uit door te zeggen,dat als men de z.g. â€žfloculation faussequot; zou kunnen onder-scheiden van de ware uitvlokking, deze methode mogelijk inaanmerking zou kunnen komen om de proeven in vivo invitro te contr?´leeren. De eigenschappen van de valscheuitvlokking zijn volgens hem: het snel optreden, troebel zijnen blijven en hoog liggen in de serie der uit te vlokken buizen.De ware uitvlokking ligt lager in de serie, verschijnt lateren vertoont behalve de volgende kenmerken, namelijki. troebel worden, vlokken en

ophelderen of 2. helder blijvengedurende het geheele uitvlokkingsproces onafhankelijk vanden tijd van verblijf in het waterbad, ook soms nog de ken-merken van de valsche uitvlokking. Kawc zag verder in deserie soms drie zones van uitvlokking, soms geen uitvlokking



??? in de buis, die overeenkomen moest met de titratie in vivo.Hij komt dan ook tot het lage cijfer van 39 % overeenkomst. In een zeer uitgebreid artikel over toxo??den zegt B?„CHERdat de uitvlokking een speciale eigenschap moet zijn van veletoxinen, hetzij ten gevolge van de eigenaardigheid van degebruikte stam, hetzij als gevolg van bepaalde inwerkingenoij de toxinevorming. Hiervoor zou ook het zoo buitengewoon goed vlokken der^n of meer avirulente toxinen, die Ramon, Berth??lot,Grasset en Amoureux in bouillon met galtoevoegingkonden verkrijgen, pleiten. Laatste onderzoekers beweren wel,dat ze immuniseeren, maar een juiste antigeenwaarde is nietbewezen. B?¤cher zegt dan ook terecht en scherp verder,dat een behouden vlokkingsvermogen er op wijst: â€ždasz jeneSch?¤dlichkeiten nicht oder nur wenig eingewirkt haben, die imStande sind in gleicher Weise das antigene Verm??gen unddie Flockungsf?¤higkeit zu beeintr?¤chtigenquot;. Ook ly??wENSTEiN die bij zijn eerste onderzoekingen metVersehe sera in beginsel de bevindingen van Ramon konbevestigen, laat

zich naderhand minder optimistisch uit.Zoowel bij de uitvlokking van de sera als van de anatoxinenkreeg hij eclatante verschillen met hare waarden in vivo,Zoodat hij meent dat de eigenschappen van het antigeenji??ster te bepalen zijn met de â€žBindungswertquot; zooals dezebij diphtherie werd vastgesteld volgens B?¤cher, Kraus enIv??WENSTEiN Hetzelfde konden Isabownski en gito-Witsch mededeelen. Ze konden goed vlokkende anatoxinenkrijgen met slecht antigeenvermogen. Deze bindingswaarde wordt berekend door bij 2 A.E.(Ehri^ich) een bepaalde hoeveelheid (ana)toxine (waarvande bindingswaarde te bepalen is) te voegen, dusdanig, datnien na dit mengsel 3/4 uur bij kamertemperatuur te hebbenlaten staan hieraan een L, -f dosis voor een cavia (bekendtoxine) toevoegt en wederom na een verblijf van 3/4 uur bijkamertemperatuur dit geheele mengsel bij een cavia inspuit.Sterft het dier in 3 ?¤ 4 dagen aan tetanus, dan is juist diehoeveelheid (ana)toxine toegevoegd, die in staat is i A.E. teneutraliseeren. Hoe meer (ana)toxine men in den beginnenioet toevoegen om deze

A.E. te binden, d.w.z. hoe grooterde â€žBindungswertquot; van dit (ana)toxine is, des te geringerbindend- c.q. antigeenvermogen.



??? Terwijl Ramon, Abt en Erber en met hen vele anderenin de uitvlokking zien een zichtbaar worden van de specifiekebinding tusschen toxine en antitoxine, zijn anderen vanmeening, dat beide processen naast elkaar verloopen. Bron-FEnbrenner en Reichert ^^ konden bij hun proeven overbotulismus aantoonen, dat door zuurtoevoeging uit eentoxisch filtraat het praecipitinogeen was neer te slaan. Debovenstaande vloeistof had iets aan toxiciteit verloren. Hetneerslag was na neutralisatie en oplossing in staat met hetspecifieke serum uitvlokkingen te geven. De groote overeen-komst tusschen de titraties in vivo en vitro die zij bij diph-therie erkennen, berust volgens hen op de gelijkheid van devoedingsbodem en de eenheid van de bacil. (Park enWiiVeiams No. 8). Ook Darzine ^^ meent, dat, wanneer het tetanustoxinezich steeds aan ?Š?Šn of meer goed bepaaldfe fracties bond,de uitvlokking evengoede resultaten zou geven als bij diph-therie, Hij deelt verder de sera in naar de uitvlokkingstijd.Hoe sneUer een serum uitvlokt, des te minder

overeenkomsttusschen de waarden in vivo en vitro. Hij vlokte verschillend oude ongefiltreerde tetanusculturesuit en zag dat het floculaat, dat hij met de jonge culturesverkreeg, hoofdzakelijk uit bacteriehchamen bestond enlangzamerhand met de ouderdom van de cultuur toenam inhomogeniteit. Bij het centrifugeeren van ongefiltreerdecultures zag hij de uitvlokkingstijdtoene men met den duurvan het verblijf in de centrifuge. Hij meent uit dit alles temogen besluiten, dat de bacteri??n en sporen een rol spelen bijde uitvlokking,tevens â€žpr?Šcipitationquot;,,,agglutinationquot;en,,flo-culationquot;onder te mogenbrengenonder?Š?Šnnaam,,floculationquot;. Echter is de uitvlokking die Darzine verkreeg beterte rangschikken onder de â€žniet-specifiekequot; uitvlokkingen, zoo-als er toch door vele stoffen tot stand gebracht kan worden. Darzine krijgt bij zijn titratieproeven 47% overeenkomst.De uitvlokking zelf is volgens hem een â€žprocessus ininter-rompuquot;. Het eind ervan is niet scherp aan te geven; centri-fugeert men en zet men de bovenstaande

vloeistof weermet versch serum in het waterbad, dan krijgt men opnieuween uitvlokking. Als men tenslotte de Fransche Uteratuur als ?Š?Šn geheel64



??? beschouwt tegenover de Duitsche, dan komt men tot degevolgtrekking, dat vooral ten opzichte van het tetanustoxinerespectievelijk-anatoxine, de laatste de nadruk legt op degt;.Bindungswertquot; (zie vroeger) als waardebepaling, terwijl deeerste slechts aan de uitvlokldng vasthoudt en van de B.W.zelfs geen melding maakt. Met het oog op deze sterke verdeeldheid in waardeeringvan het phenomeen van de uitvlokking bij tetanus in deeerste plaats, verder in aanmerking nemende de aan bijnazekerheid grenzende regelmaat, die steeds door anderen enmij ook bij diphtherietitraties in vitro gezien werd, werddoor mij een poging gewaagd te trachten aanknoopings-punten te vinden, om deze uitvlokking als waardebepalinghij mijn toxinen en naderhand anatoxinen aan te nemen enaan te bevelen. U itv lokking s proeven: Allereerst werd getracht met een gegeven toxine en eengegeven serum een uitvlokking te verkrijgen. Als toxineWerd gebruikt een gedurende bijna twee jaar onder toluolbewaard tetanusgif, dat oorspronkelijk een d.l.m. muisI : 100.000 had. Het serum stamde van een aderlating

bijeen hoog geimmuniseerd paard, die voor eenige dagen hadplaats gevonden, was zonder conserveermiddel en had eenWaarde van Â? 5 A.B. (Ehri^ich) = 330 Amerikaansch. De methode, die gevolgd werd, was die, zooals indertijdaangegeven door Abt en Erber (zie begin van dit hoofdstuk).I^aar de laatsten werkten met een gedroogd serum, dat zezoodanig oplosten dat i cc. 200 Amerikaansche eenhedenbevatte, werd het mij ter beschikking staande serum op dezeWaarde verdund; aldus in een verhouding dat 2 cc. serumWerden aangevuld met 1.3 cc. physiologische zoutoplossing.In elk buisje van een serie van twaalf werd nu 4 cc. van hettoxine afgepipetteerd, waarna er in de eerste o.io cc. verdundserum als boven, in de tweede 0.02 cc. serumverdunningmeer, etc. In elke buis opvolgend in de serie kwam dus steedseen hoeveelheid verdund serum meer ter waarde vanVioo X 200 A.E. == 4 A.E. (Amerikaansche eenheden).De inhoud werd gemengd en het geheel gezet in een waterbadVan 450â€”50ÂŽ. Gedurende de twee uur, die volgden, werd 5nbsp;65



??? er een zeer Hellte opalescentie waargenomen, daarna trader in de btiis, die 0,24 cc. serum bevatte, een zeer fijne vlokken-regen op, die steeds grover werd. De antitoxine bindendewaarde (antigeenwaarde) kon hieruit berekend worden alsvolgt ^^ X 373 X 330 = 12 A.K. (Amerikaansch). In hoeverreer in de optimum buis een neutraal mengsel aanwezig was,werd niet nagegaan. Door deze proef werd men dus ongeveer ingelicht welkeverhouding men moest kiezen bij de titreering van anderetoxinen tegenover ditzelfde serum. De waarde van bovengenoemd toxine gevonden, werdomgerekend in Internationale eenheden. ~ X 12 â€” 22.7.Gezorgd werd nu, dat deze waarde ongeveer in het middenvan de reeks buizen kwam te liggen. Kr werd nu uitgegaanvan 3 cc. toxine in elke buis. Het serum werd verdund1: 6.25, bevatte dus nu 100 A.K. (Internationaal) per i cc.In de minimum buis kwam zooveel verdund serum dat ditper cc. toxine 20 A.K. vertegenwoordigde. Klke volgendebuis bevatte per cc. toxine i A.K. meer. Het toxine 102 B. werd aldus

ingezet en vlokte na tweeuur ongeveer als toxine 102A.: fijne vlokkenregen. De A.W.hieruit berekend bedroeg 25. Toxine 103 als boven ingezetgaf een uitvlokkingstijd: K.f. gt; 3 lt; 3i uur en een A.W. 24. Toxine 104 gaf in alle buizen troebeling. In buis 3 trad na5 uur een zeer fijne uitvlokking op (geen fijne vlokkenregen).In de naburige buizen eveneens. Tenslotte kan men dezeuitvlokking(?) door de geheele serie waarnemen. Nergens zietmen een volledig worden, in alle buizen blijft het floculaatzweven. Ook met hoogere en lagere serumdosen was geen duidelijkresultaat te bereiken, ook niet met het eerst te laten staanbij 0Â° en daarna in het waterbad, bij i 50Â° C. te plaatsen. Met toxine 105 zijn eveneens geen duidelijke resultatente verkrijgen. Toxine 107 gedroeg zich het meest eigenaardig. In de eersteplaats was de uitvlokkingstijd (K.f.) ongeveer 12 uur, duszeer lang, de buizen werden al spoedig zeer onregelmatigtroebel; er ontstonden op een gegeven oogenblik vlokken,die groot en donzig werden, geen fijne vlokkenregen. Bij her-haling bleek

de uitvlokking met hetzelfde serum in dezelfdeconcentraties en zelfde hoeveelheiden een langere tijd noodig



??? ^ hebben. De buizen waren weer zeer onregelmatig troebel.^^ buis, die bet eerst uitvlokte1), bleef ook bij herhaaldeproeven vrijwel dezelfde plaats behouden in de serie. Daar deroebelheid toegeschreven werd aan bacterieele verontreini-gingen, werd, waarop steeds door Schoi^z in 1924 is gewezen,aan de toxinen 0.5 carbol toegevoegd en bij de uitvlokking,die nu verkregen werd, waren de buizen veel minder troebel. Om uit te maken of de eerste uitvlokking optrad in de buisdaarin toxine en antitoxine in neutrale verbinding aanwezigWaren, werd deze buis, benevens een buis waar minder en^n buis waar meer serum in aanwezig was, gecentrifugeerd.â– De bovenstaande vloeistof werd nu bij elk van deze mengselsaigegoten. Bij witte muizen werden nu mengsels ingespotenVan I cc., telkens bestaande uit | cc. van de inhoud van ?Š?Šnder drie bovengenoemde buizen en | cc. physiologischezoutoplossing, waarin 20 d.l.m. muis (toxine-oplossing) wasopgelost. Deze muizen bleven volkomen gezond, terwijlhet contr??ledier met 20 d.l.m. den volgenden dag aan uitge-sproken tetanus stierf,

zoodat zelfs een buis met minder serumdan de eerst vlokkende, nog een groote hoeveelheid vrij anti-toxine bleek te bevatten. Dit is des te merkwaardiger, omdat^CHMiDT kon aantoonen, dat het neutrale mengsel in hetWaterbad aan giftigheid toeneemt; wel is waar weinig, maarVolgens hem aantoonbaar, m.a.w. had ?Š?Šn der bovengenoemdeen onderzochte buizen het neutrale mengsel bevat, dan moestzeker met 20 d.l.m. muis een dusdanige toxiciteit van hetingespoten mengsel zijn ontstaan, dat de hiermede ingespotenniuis aan tetanus moest gestorven zijn. Bij deze inleidende proeven was dus bewezen, dat hetniogelijk was een uitvlokking te verkrijgen; dat enkeletoxinen in korten tijd regelmatig vlokten; dat andere onregel-matige uitvlokkingen gaven (No. 107), zoowel wat betrefthet verloop der uitvlokking: geen _ fijne vlokkenregen,troebelheid der buizen in het begin; als aan het eind: geenneerslag. 1nbsp; Ik spreek hier en in het vervolg steeds van eerste uitvlokking en niet^an â€žinitialequot; omdat dit laatste een goed omschreven begrip dient te zijn, inuer tijd door Ramon bij zijne

titraties in vit-o bij diphtherie ingevoerd: eerstvlokkende buis met neutraal mengsel.



??? Al deze onregelmatigheden in mijne uitvlokkingsproevenwezen er op, dat er nog onbekende factoren zijn, die deregelmaat hierin verstoren. Door de welwillendheid van Dr.Tasman werd mijne aandacht gevestigd op de niet volkomenreinheid, waarin het glaswerk verkeerde, dat ik gebruikte.Daar zoo goed als niets bekend was van het collo??d-chemisch.gebeuren bij het uitvlokkingsproces, kon men aan elkeverontreiniging een rol toeschrijven en diende deze dus te^worden uitgeschakeld. De beteekenis van het chemisch zuiver glaswerk werd nuâ– aan uitvoerige uitvlokkingsproeven getoetst (Proef I, II, enIII). Eendeels werden buizen gereinigd met borstels endaarna in gewoon leidingwater uitgespoeld: z.g. vuilequot;buizen; anderdeels werden buizen gedurende een nacht ineen chroomzuuroplossing gezet, die bereid was door samen-voeging van gelijke deelen io% Kalium bichromaat en ge-concentreerd zwavelzuur. Hierna werden ze gedurende 2 uuruitgestoomd en gedroogd: z.g. â€žschoonequot; buizen. Proef I. Het serum, een oud

serum (Â? 4 A.E. volgens Ehrlich),werd verdund 1:5. Het toxine was No. 118. Nu werd 5 maaleen gelijke serie ingezet van 11 buizen met â€žvuilequot; en 5 maaleen gelijke serie met â€žschoonequot; buizen. In iedere buis werd 3nbsp;cc. toxine met \\ % carbol afgepipetteerd. Het verdunde serumwerd in een dusdanige hoeveelheid toegevoegd, dat de eerstvlokkende buis in het midden kwam te hggen (uit een v????r-proef bekend). Het geheel kwam in een groot waterbad bij49 a 50ÂŽ- Gaat men de 5 series van â€žvuilequot; buizen na, dan ziet menin de: le serie: na Â? 12 uur een troebelheid optreden, die zichonregelmatig over de serie uitbreidt en sterker wordt. I^ang-zamerhand ontstaan de vlokken. Na Â? 19 uur is er in buis 4nbsp;de sterkste troebehng met de grootste vlokken; van eenfijne vlokkenregen is geen sprake. Men kan niet zeggendat in ?Š?Šn der buizen eerder een uitvlokking optreedt dan inde andere, 2e serie. Ongeveer als boven, troebelheid sterk. In geenenkele buis treedt er vlokking op.



??? 3e serie. De troebelheid is hierin minder uitgesproken.Na ig uur zijn regelmatige fijne nitvlokkingen in de buizen3, 4, 5, en 6. Geen der genoemde vlokt eerder dan de ander. 4e serie. Ook hier treedt door de geheele serie langzamerhandeen troebeling op; ten slotte zijn alle buizen, de eerste uitge-zonderd, zeer sterk troebel. Na 19 uur vlokt zeer sterk buis i :de inhoud is helder. Verder is er een minder sterke uitvlokkingm buis 6. Geen eerste uitvlokking. 5e serie. lyangzamerhand wordt de reeks in zijn geheelsterk troebel. Na 19 uur uitvlokking in buis 3. Met â€žschoonequot; buizen krijgt men de volgende resultaten: Ie serie. Na 13 uur wordt het maximale gedeelte van deserie iets troebel en breidt zich naar minimum uit. Na 14^ur 50 min. vlokt heel duidelijk buis 6 met fijne vlokkenregen,Waarin de vlokken steeds grooter worden. Tenslotte is na uur de geheele serie buizen helder van inhoud, alleen buisquot; is krachtig uitgevlokt met groote vlokken. 2e serie. Na i 13 uur is hier troebelheid, vooral sterk aanhet einde van de reeks. Na Â? 14 uur 30 min. begint er eenuitvlokking in buis 6. Toestand

na 19 uur is dan: in buis ien 2 zijn groote vlokken, krachtige uitvlokking, inhoudVan de buis is helder. Buis 6 vlokt eveneens: inhoud ietstroebeler. 3e. serie. In den loop van 13 uur wordt ook hier de inhoudder buizen aan het einde van de serie meer troebel. Na i15 nur vlokt in vrij troebel milieu buis 6. Deze uitvlokkingbreidt zich naar rechts zoowel als naar links uit, zoodat ten-slotte de toestand na 19 uur is: eerste drie buizen helder,de rest troebel, sterkste uitvlokking in buis 6. 4e serie. Na 13 uur is er een dubieuze uitvlokking in buis 5in licht troebele omgeving. Een uur later is de uitvlokkingduidelijk en breidt zich over de naaste omgeving uit. Eersteuitvlokking aldus in 5. 5e serie. Na zeer dubieuze uitvlokkingen in min of meertroebele omgeving komt er na 15 uur een uitgesproken uit-vlokking in buis 6, terwijl de inhoud in het verloop tot19 uur na de inzetting der proef opheldert. De uitvlokkingbreidt zich in de naburige buizen alleen naar links uit (â€žmini-malequot; buizen).



??? Overziet men deze feiten, dan dient allereerst opgemerktte worden, dat het serum zeer oud was, zonder conserveer-middel was bewaard geworden en dat carbol is toegevoegdaan het toxine hetgeen zooals later zal blijken van grooteinvloed is op de gang der uitvlokking. Daar deze omstandig-heden voor â€žschoonequot; zoowel als voor â€žvuilequot; buizen gelijkbleven, mogen de resultaten van dit onderzoek vergelekenen de afwijkingen tusschen de â€žschoonequot; en de ,,vuilequot; seriestoegeschreven worden aan de meerdere of mindere zuiverheidvan het glaswerk. Overzicht der â€žschoonequot; series. Hierin werden van de vijf series in drie zeer krachtigeuitvlokkingen waargenomen n.1. in de le, de 2e, en de 5e serie.De eerste uitvlokkingen waren in de respectievelijke serieste zien in buis 6; buis 6 (i en 2); buis 6; buis 6. Overzicht der â€žvuilequot; series. Hierin werd slechts in serie 4 een krachtige uitvlokkingwaargenomen. Eerste uitvlokkingen voor de vijf series in debuizen 4?; geen eerste uitvlokking; 3.4.5.; i; 3. De

eersteuitvlokking is daarom zoo moeilijk af te lezen omdat deinhoud der buizen zoo sterk troebel wordt. Voor de â€žschoonequot; buizen krijgt men dus meer regelmaatin de uitvlokkingen, de uitvlokkingstijd is vrij constant enkleiner, de inhoud blijft helderder, de waarden liggen hooger. Voor de â€žvuilequot; zijn de resultaten veel onregelmatiger. ProeS II- Deze werd gedaan met een ander toxine No. 119, dat met 0.5nbsp;% carbol voorzien was. Overigens was de proef gelijk aan 1.nbsp;De uitvlokking trad in het algemeen sneller op. De resul-taten waren hier voor de â€žschoonequot; buizen veel regelmatigerdan voor de â€žvuilequot;. In de eerste traden krachtige uitvlokkin-gen op, terwijl de buizen daarbij helder bleven. De eerste uit-vlokking ligt bij de â€žschoonequot; serie regelmatig in buis i en 2van de serie en komt na ^ 16 uur. Bij de â€žvuilequot; is er somsna 30 uur nog geen uitvlokking te constateeren. Eerste 70



??? uitvlokkingen bij de â€žvuilequot; series soms hier en daar in heldereof troebele omgeving, min of meer sterk vlokkend. Proef III, Hier werd ge??xperimenteerd met een ander serum. Dit wasvrij versch, van een ander paard afkomstig. Toxine met0.5% carbol als boven. Terwijl bij de â€žschoonequot; buizen al snel, na 3 a 4 uur eeneerste uitvlokking in de opvolgende series optreedt aldus: inserie i, buis 4 en 5; in serie 2 buis 4 en 5; in serie 3 buis 4; inserie 4 buis 5 en 6; in serie 6 buis 4 en 5, blijft de inhoud helder. In de â€žvuilequot; series treden deze uitvlokkingen veel onregel-piatiger en later op n.1. in serie i geen eerste uitvlokking;111 serie 2 geen duidelijke eerste uitvlokking; in serie 3 buis 6;serie 4 buis i, 3 en 5; in serie 5 buis 2. Resumeerende kan men concludeeren: le. In goed gereinigde buizen is het proces van de uitvlok-king meer te overzien en vindt men meer regelmaat in deze uitvlokking. 2e. De uitvlokkingstijd, de K.f., is van groot belang methet oog op de factoren die de regelmaat in de uitvlokkingenverstoren. (Vergelijk de uitkomsten van Proef I met die van Proef III). 3e. De

uitvlokkingstijd wordt grooter in minder goed ge-reinigd glaswerk, terwijl de troebelheid der mengsels toeneemt. 4e. De duur van den uitvlokkingstijd is afhankelijk vande aard van het serum (zie de uitkomsten van de proevenII en III met verschillende sera) en van deszelfs ouderdom. 5e. Hoe kleiner de K.f., des te minder kans op onregel-matigheden bij het minder goed gereinigde glaswerk. Bij uit-vlokkingsproeven van diphtherietoxine-antitoxine ziet mendan ook geen verschil tusschen de uitvlokkingen in â€žschoonequot;en â€žvuilequot; buizen, in overeenstemming met het snellernitvlokken dezer mengsels. 6e. Tenslotte is met het oog op de langere uitvlokkings-tijden het gebruik van niet goed gereinigd glaswerk te ont-raden bij titraties van tetanustoxine-antitoxine.



??? Eindelijk werd nog nagegaan in hoeverre er een reproduceer-bare regelmaat was in een serie ten opzichte van het eerstvlokkende mengsel in goed gereinigd glaswerk. Als toxinewerd genomen toxine No. 120, met een 0.5% carbol; het serum(Â? 5 A.E.) bevatte i^o superol. Nadat door een voorproefuitgemaakt was, waar in de serie het eerst uitvlokkendmengsel lag, werden 10 series elk van 11 buizen in een water-bad gezet van Â? 49 a 50quot;. Ongeveer verscheen er gelijktijdigin dezelfde buis van iedere serie een zeer fijne uitvlokking,die in de loop van meerdere minuten toenam en zich over denaburige buizen uitbreidde. Uitgaande van deze feiten werd nu een aantal toxinen,in volgorde als hieronder aangegeven, aan uitvlokkingonderworpen, steeds met hetzelfde serum 4 A.E. Ehrwch)dat niet te oud was en superol bevatte. Van dit serumwas uit ori??nteerende uitvlokkingsproeven bekend, dat hetgoede uitvlokkingen gaf in niet te langen tijd. Het voordeelvan dit oude serum was de min of meer constante anti-toxische waarde, hetgeen

ook daaruit bleek, dat het serumook na eenige maanden met een gegeven toxine in dezelfdeverhoudingen uitvlokte als tijdens deze experimenten; heteenige verschil betrof den uitvlokkingstijd, deze was iets langergeworden. De buizen, die voor deze uitvlokkingen gebruikt werden,waren als boven aangegeven gereinigd. Het aantal buizenbedroeg nu steeds 22 per serie. In iedere buis werd 3 cc. vanhet te onderzoeken toxine gebracht, dat 0.5 % carbol bevatte,nadat het door een E.K. (Entkeimungsfilter) gezogen was.Het toxine was steeds helder. Het serum werd verdund 1:5,en toegevoegd in opklimmende hoeveelheid van 0.03 cc., tebeginnen met 0.48 cc. Dan werd elke buis bedekt met stanniol,inhoud gemengd en geplaatst in waterbad van 49 a 50ÂŽ.De buizen werden zooveel mogelijk geobserveerd en hetoogenbhk, dat ?Š?Šn der buizen begon te vlokken opgeteekendals einde van den uitvlokkingstijd. Deze buis werd als deâ€žeerstquot;vlokkende genomen, de optimum buis. Het resultaat van deze uitvlokkingen was als volgt: Toxine

102. Terwijl alle buizen min of meer helder blijven,wordt na 3| uur in buis 12 een uitvlokking zichtbaar; J uur



??? later eveneens in buis g. Dus eerste uitvlokking, die alsfijne vlokkenregen begint, in buis 12. Toxine 107. Uit voorgaande proeven was bekend, dat dittoxine een zeer lange uitvlokkingstijd had. De buizen werdenalle in het verloop van 6 uur min of meer troebel. Nanur ontstond er in buis 7 een uitvlokking, die zich zoowelrechts als links uitbreidde, zoodat na 17 uur buis 6, 7, en 8ylokten met een min of meer fijne vlokkenregen. De inhoudIS opalesceerend; er komt geen neerslag. Gedurende de vol-gende 8 uur breidt zich de uitvlokking naar rechts en naar^nnks ongeveer even snel uit. Toxine ttoA. In de opvolgende buizen van de serie zietnien langzamerhand minder troebel, troebel, helder en mindertroebel elkaar afwisselen. Na Â? 3 uur ontstaat in een heldereomgeving in buis 12 een uitvlokking. In buis 21 ontstaat een?? uur later eveneens een uitvlokking; deze buis was helderen werd troebel in het verloop van deze uitvlokking en bleefVerder troebel. Al de uitvlokkingen begonnen als een fijnevlokkenregen. Toxine 112-4. Terwijl in het verloop van de proef de buizenalle min of meer

opalesceerend worden, ontstaat er na 10 uur40 minuten in buis 10 fijne vlokkenregen, die steeds toeneemten zich zoowel rechts als links over de serie uitbreidt: eersteuitvlokking. Toxine ii2?Ÿ. Alle buizen blijven gedurende het geheeleproces helder. Na i 7 uur ontstaan er enkele fijne vlokkenin buis i en 2. Ze vergrooten zich plotseling, er is dus geenfijne vlokkenregen. Na i 18 uur is de uitvlokking voort-geschreden naar rechts. In de buizen 14, 15, 16 en 17 is eenkrachtige uitvlokking (nieuwe uitvlokkingsz??ne). Opvallendis nu de groote hoeveelheid neerslag in de buizen 6, 7, 8, 9,lo en ii. Nadat het toxine weer opnieuw is ingezet, waarbij buis ials midden in de nieuwe serie is genomen, verschijnt na Â? 7 uureen uitvlokking als boven in de buizen die 0.48 en 0.51 vanhet verdunde serium bevatten (vroegere buis i en 2), zoodatnien als eerste uitvlokking buis i en 2 van de voorgaandeproef mag aannemen. Toxine 113.4. In buis 15 en 16 wordt na 2\\ uur in lichttroebele omgeving een uitvlokking zichtbaar, die zich uit-breidt naar rechts en Hnks. Na Â? 30 min. begint in buis 12



??? een nieuwe uitvlokking, ofschoon de eerste uitvlokkingsz??nereeds genaderd is tot en met buis 14. Men zou zich nu kunnenvoorstellen, dat er een fout gemaakt was in de doseering vanhet verdunde serum, zoodat er in buis 12 meer verdundserum is dan in buis 13. Opvallend echter is, dat bij een her-haling van deze uitvlokking hetzelfde feit opnieuw waarge-nomen werd, zoodat men in bovengenoemde buis 12, eennieuwe uitvlokkingsz??ne heeft te zien. Toxinenbsp;In het verloop tot uitvlokking worden alle buizen min of meer troebel, waaronder enkele zelfs zeertroebel. Na ^ 2 uur en 45 min. ontstaat er in buis 16, dieminder troebel is, een eerste uitvlokking, die niet mooi isom als vlokkenregen bestempeld te worden. In het verloopvan het uitvlokken wordt de buis troebeler, de uitvlokkingbreidt zich over de aanliggende buizen uit in vrij troebeleomgeving. In b??is 19, die helder is en blijft, begint onder-tusschen een zeer fijne vlokkenregen, die de indruk maakt eentweede z??ne van uitvlokking te zijn. Toxine 114. Tijdens het verblijf in het

waterbad wordenalle buizen min of meer troebel. Na ^ 4 uur en 50 min. ont-staat er een eerste uitvlokking in buis 11 met vrij heldereinhoud, die zich vrij regelmatig alleen naar rechts (hoogereserumdosis) uitbreidt. Toxine 115. Na 3^ uur zijn met enkele uitzonderingen allebuizen min of meer opalesceerend. Na 5 uur ontstaat ereen duidelijke eerste uitvlokking (fijne vlokkenregen) inbuis 14, die zich naar rechts en links, maar vooral in de laatsterichting uitbreidt. Een uur na het zichtbaar worden dereerste uitvlokking, komt er een tweede uitvlokkingsz??ne inbuis 2 en 3, die zich gelijk naar rechts en links uitbreidt.Het aanzien van deze z??ne van uitvlokking is niet verschillendvan de eerste. Toxine 116. Alle buizen worden min of meer troebel,vooral rechts in de serie. Na 4 uur, nadat hier en daar alleenaan het eind van de serie een enkele vlok is gezien, komt ereen uitvlokking in buis 10 en 13. Het is geen fijne vlokkenre-gen, maar terwijl de vlokken in grootte toenemen, komener kleinere bij en wordt de uitvlokking als zoodanig gemakke-lijker

waarneembaar; buis 11 volgt al gauw volgens hetzelfdeschema als 10 en 13. Als de uitvlokkingen in deze buizen alzeer duidelijk zijn, worden er in de buizen aan het begin van



??? de serie enkele vlokken in de inhoud waargenomen. Van eeneerste uitvlokking is hier geen sprake, de uitvlokking zelfvolgt hier een zeer eigenaardig beeld. Toxine 117. Alle buizen worden min of meer troebel.In heldere omgeving komt na 4 uur een duidehjk waarneem-bare eerste uivlokking als fijne regen in buis 9. Deze neemtjn krachtigheid toe, terwijl er uitbreiding plaats vindt overde omgeving, vooral naar rechts. Merkwaardig is het ont-staan van een tweede uitvlokkingsz??ne in buis 19 in zeertroebel miheu, heeft de eigenschap, dat hier en daar eenvlok, die steeds grooter wordt, te zien is en tenslotte alsnitvlokking moet aangemerkt worden. Toxine 118. Alle buizen blijven helder tot na uur inbuis 16 een fijne uitvlokking begint. Buis 17 volgt al gauwdusdanig, dat men den indruk krijgt, dat tusschen buis 16 en de eerste uitvlokking zal gelegen hebben. De uitvlokkingoreidt zich in de richting der minimum buizen uit; i uurlater begint in buis 5 en 6 een uitvloklcing. Merkwaardig is eenplotsehng in buis 9 en 10 optredende zeer fijne uitvlokking(min of meer fijne vlokkenregen). Bij herhaling van

dezenitvlokking in zijn geheel verloopt de fijne uitvlokkingWeer in dezelfde buis als boven beschreven. Hier heeft menWaarschijnlijk te maken met drie uitvlokkingsz??nes. Toxine 120. Terwijl alle buizen langzamerhand min ofnieer opalesceerend worden, ontstaat na 4 uur in buis 5een uitvlokking, die er als een fijne vlokkenregen uitziet.I^eze uitvlokking breidt zich over de aangrenzende buizen uit. Toxine 121. Een mooie fijne vlokkenregen treedt in geenenkele buis op. In het begin ziet men sporadisch vlokkenzweven. Deze worden grooter, waardoor de uitvlokking alszoodanig duidelijk wordt in het begin van de serie in buis3, 4, 5 en 6. Een eerste uitvlokking is aldus niet te herkennen;de buizen, die langzamerhand troebel worden helderen nietmeer op; 8 uur later vlokt de serie in jle eerste 12 buizen,terwijl in 13 slechts een zeer fijne uitvlokking te zien is,m.a.w. de uitvlokking breidt zich gelijkmatig over de serieuit, zoowel naar rechts als naar links. Toxine 122. Alle buizen worden troebel. In buis 4 wordtin vrij heldere omgeving na Â? loj uur een uitvlokkingzichtbaar. In buis 9 begint al gauw een

nieuwe uitvlokkings-



??? z??ne, eveneens in buis ii. Na eenige uren is er een sterkneerslag in buis 4. Toxine 123. Alle buizen min of meer troebel; na 3I uurwordt er in buis 14 een uitvlokking zichtbaar, die niet alseen zeer fijne vlokkenregen begint, maar hier en daar als eensporadische vlok, die grooter wordt en daarom als uitvlokkingdient aangemerkt te worden. Overziet men alle beschreven uitvlokkingen, dan blijkt,dat er met twee uitzonderingen (toxine 116 en 121) van de17 onderzochte toxinen, dus in het algemeen een eersteuitvlokking was waar te nemen. De toxinen, die in de volg-orde waarin ze hierboven beschreven zijn, in ouderdomtoenemen, maakt?Šn den indruk van beter uit te vlokken endaarom juister af te lezen te zijn in hunne uitvlokkingen,naarmate ze ouder waren. De fijnste vlokkenregens werdendoor mij waargenomen bij de oudere toxinen. De eersteuitvlokking verliep volgens de schema\'s zooals door Kawcbeschreven zijn (zie in het begin van dit hoofdstuk); echter zagik dikwijls een andere vorm, waarbij in het mengsel slechtsenkele vlokken

te zien waren, die grooter werden, samen-klonterden en een neerslag vormden. Naast de toxinen, die?Š?Šn uitvlokkingsz??ne hadden, waren er andere met twee enmeer dergelijke zones. Merkwaardig was het altijd vroeg oflaat troebel worden der mengsels in het waterbad, in tegen-stelling met de diphtherieuitvlokkingen. Het maakte denindruk van bacteri??ele verontreiniging te zijn. Kleuren enuitstrijken op voedingsbodems gaf negatieve resultaten,zoodat hier nogmaals blijkt, dat het bij de titraties van tetanus-(ana) toxine en antitoxine in vitro minder aankomt opsteriel, maar meer en vooral op goed gereinigd glaswerk. Van groot belang was de vraag of de eerst vlokkende buishet neutrale mengsel bevatte. Er bleek, dat i cc. bij een muis ingespoten geen verschijn-selen c.q. tetanus gaf, zoodat het neutraal of overneutraalmoest zijn. Daarop werd na de uitvlokking, de inhoud van deze buisgecentrifugeerd en van de bovenstaande vloeistof cc.gemengd met ^ cc. phys. zoutopl., waarin eenige malen ded.l.m. muis was opgelost. Het bleek mij bij

herhaling, dathet mengsel sterk overneutraal was en meer dan 100 d.l.m



??? muis (gedroogd toxine) per | cc. buisinhoud kon neutrali-seeren. Men zou zich kunnen voorstellen, dat door het staangedurende vele uren in het waterbad bij 50^ het â€žeerst uit-vlokkendequot; mengsel dusdanig was be??nvloed, dat het over-ueutraal was geworden, b.v. er zouden toxo??den zijn ontstaan,die wanneer men aan het mengsel weer opnieuw toxine toe-voegde, dit zouden verdringen. Daarom werd een mengsel,Zooals in de eerst uitvlokkende buis aanwezig was, gedurendeJ uur bij kamertemperatuur gehouden en dan als boven-beschreven nagegaan op neutraliteit. Ook hierbij was de uit-slag: sterk overneutraal. Tenslotte werd van meerdere toxinen een reeks van33 buizen ingezet, waarin in de le buis nu inplaats van 0.48ec. verdund serum (dosis bij de le buis van de serie van 22buizen) 0.18 cc. bevatte, met de bedoeling na te gaan of ookuog eerder een uitvlokking zou optreden, die bij een serie van22 buizen aldus over het hoofd zou zijn gezien. Er bleek,dat de eerste vlokking ook nu weer in dezelfde buis verscheen,Waarvan de inhoud dus overneutraal bleek te zijn. Kn

eindelijk werden om zoowel een verandering van hettoxine als serum in zijn vlokkende eigenschappen uit tesluiten, deze proeven later nogmaals meerdere malen her-haald met dezelfde resultaten. De uitvlokkingstijd was echtertoegenomen. Hiermede is dus uitvoerig bewezen, dat bij dezeuitvlokkingen van absolute waarden moest worden afgezien. Maar al was de uitvlokkende buis dan niet neutraal, haddeze dan niet een relatieve waarde? M.a.w. kon men uitgaandeVan de plaats van de eerst uitvlokkende buis in de serieVergelijkenderwijze conclusie strekken over de eigenschappen\'^an het toxine? Daartoe werden vergeleken de plaats van de eerst uit-vlokkende buis ten opzichte van de oorspronkelijke toxiciteitvan het toxine. Dat de op het oogenblik aanwezige toxiciteitVan geen groote waarde was, is te begrijpen, daar alle toxinengemodificeerd waren door de bewaring onder toluol, enzeer zeker des te meer, naarmate ze langer er onder verblevenhadden. Dat hierbij hunne bindingswaarde en dus hunneuitvlokkingswaarde er onder geleden had, was begrijpelijken daarom zijn zeer zeker in

onderstaand schema niet alleWaarden, die met de uitvlokking verkregen werden, volkomenvergelijkbaar. Het meest vergelijkbaar zijn die toxinen, die



??? in het schema bij elkaar zijn geplaatst; het allermeest isdit het geval met die toxinen, die hetzelfde nummer en tevensde letter A of B dragen, daar ze van culturen stammen,die op denzelfden tijd zijn bereid en daarna onder toluolzijn geplaatst. Maar als ook de afstand tusschen twee toxinendie men vergelijkt, grooter is in het schema, dan kan men tochdeze min of meer vergelijken, daar aan het eind van dezeserie van uitvlokkingen bleek, dat serum en toxine in hunnebindingsneiging, berekend met de uitvlokking, ook doorlanger staan niet veel geleden hadden. SCHEMA ter vergelijking van de eerst vi^okkende buis met deoorspronkei.ijke toxiciteit, die Onmiddellijk na de be-reiding van het toxine werd vastgesteld op muizen. 102nbsp;buis 12 107nbsp;buis 7 iioAnbsp;buis 12 iioBnbsp;buis 13 112A.nbsp;buis 10 112B.nbsp;buis I en 2 113A.nbsp;buis 15 en 16 113B.nbsp;buis 16 114nbsp;buis II 115nbsp;buis 14 116nbsp;buis 10 en 13? 117nbsp;buis 9 118nbsp;buis 16, 17? 120nbsp;buis 5 121nbsp;buis 3, 4, 5, 6 122nbsp;buis 4

123nbsp;buis 14 TOXINEN. 1.nbsp;toxine 2.nbsp;toxine 3.nbsp;toxine 4.nbsp;toxine 5.nbsp;toxine 6.nbsp;toxine 7.nbsp;toxine 8.nbsp;toxine 9.nbsp;toxine 10.nbsp;toxine 11.nbsp;toxine 12.nbsp;toxine 13.nbsp;toxine 14.nbsp;toxine 15.nbsp;toxine 16.nbsp;toxine 17.nbsp;toxine OORSPONKELIJKE TOXI-CITEIT d.l.m. muis in ver-dunning van I cc. gt;nbsp;100.000 lt; 300.000100.000100.000 gt;600.000iets gt; 100.000.iets gt; 100.000.gt;600.000. gt;nbsp;100.000. lt; 300.000iets gt; 100.000. gt;nbsp;100.000.iets gt; 100.000.bijna 300.000.bijna 300.000. gt;nbsp;100.000.100.000. iets gt; 500.000.onbekend. No. der EERSTVLOKKENDEBUIS in de serie. Onmiddellijk valt in dit schema de volstrekte onregelmatig-heid op, opmerkelijk is b.v. de verhouding van de toxineniioA en iioB. Beide toxinen vlokken uit in buis 12 resp. 13,de toxiciteit verhoudt zich echter als i : 6. De beide toxinen



??? zijn van even oude culturen en daarna even lang onder toluolbewaard en daar ze ongeveer op dezelfde hoogte vlokken,komt dit overeen met een uitspraak van BaChER (zieVroeger): dat de uitvlokking een eigenschap is van een be-paalde stam en voedingsbodem. Zonder twijfel is uit al deze uitkomsten de conclusie tetrekken, dat met mijne uitvlokking, waarvan ik immers magaannemen, dat deze te vergelijken is met de uitvlokkingen,die anderen verkregen, noch absoluut, noch betrekkelijk eenindruk is te krijgen van de eigenschappen van het tetanus-toxine. Volledigheidshalve werden door mij naast elkaareenige toxinen en de daaruit bereide anatoxinen uitgevlokt.Zoowel toxine als anatoxine vlokten in dezelfde verhoudingen,het schema volgens hetwelk ze vlokten bleef gelijk. De buizenWerden b.v. min of meer troebel. Een toxine, dat niet alstijne vlokkenregen vlokte geeft een analoog verschijnselbij zijn anatoxine, b.v. toxine 120. I^aar de toxinen niet in hun uitvlokkend vermogen teWaardeeren zijn, volgt dus onmiddellijk dat: zoowel toxinen als anatoxinen in hunne bindende neiging^og

niet te beoordeelen zijn naar de uitvlokking, die men ver-als men ze mengt met antitetanusserum in bepaalde^^rhoudingen. Onderzoekingen met een ander serum op meerdere toxinengaven resultaten die de bovenstaande uitspraak niet wijzigden,niaar integendeel bevestigden. Het serum, dat waarschijnlijk een waarde had van Â?y A.E. (Ehri^ich), werd wederom als bovenvermeld verdund,^aast elkander werden vergeleken toxine 114, 115, 116, hettoxine 114 werd ter vergelijking uitgevlokt met het vroegereserum. Terwijl het toxine 114 met dit laatste serum in i 4a 5 uur uitvlokte, was de uitvlokkingstijd met het nieuweserum lt; 2 uur, voor toxine 115 lt; 2 uur, voor toxine 116 lt; 3nur. De eerste uitvlokking lag in de minimum buis, terwijl deuitvlokking zich vrij snel naar rechts uitbreidde; de buizenbleven vrij helder. Bij toxine 115 ontstond alleen een duidelijkop den bodem liggend neerslag. Bij geen der toxinen zag meneen vloklcenregen. Deze uitkomsten sluiten in principe metde waarde van dit serum n.1. grooter dan het vorige. Steeds bleek opnieuw bij herhaling van de proef de mini-



??? mum buis het allereerst uit te vlokken, de uitvlokkingstijdenwerden zeer kort tot zelfs Â? 50 min. voor toxine 115 en 116;voor toxine 114 veel langer. Op een gegeven oogenblikbevatte de minimum buis slechts 0.9 cc. verdund serum i : 5. Tot plotseling zonder mij bekende oorzaak bij een serie,die weer iets lager was ingezet, de uitvlokking begon in demaximum buis. De uitvlokkingstijd was eveneens zeer onbe-rekenbaar, nu eens zeer kort, dan weer veel langer, b.v. hettoxine 116, dat bij een serie, waarbij de buis, die 0.45 cc.serum had gekregen in i uur 30 min. uitvlokte, den volgendendag in een zelfde serie in Â? 40 min. Ook de uitbreiding vande uitvlokking in de naburige buizen verschilde in tijd.Andere toxinen gedroegen zich wel is waar regelmatiger,maar in het algemeen kan men besluiten dat dit serum nietgeschikt is voor uitvlokkingsproeven, â€žnon convenablementchoisi.quot; Door een toevallige samenloop van omstandigheden be-merkte ik, dat het toxine 118 met 0.5% carbol gemengd inÂ? i uur 30 min. een uitvlokking gaf, die

niet te onderscheidenwas van de uitvlokking van Ramon. Het neerslag was ietsminder sterk uitgesproken. Dit feit werd het begin van een nieuwe reeks van onder-zoekingen. De volgende vragen werden gesteld: le. Heeft het carbol een optimum bij zijn uitvlokkingen. 2e. Welke is de invloed van de carbol op de uitvlokkingenvan tetanustoxine en -antitoxine. a.nbsp;uitvlokkingstijd. b.nbsp;het aanzien van de eerste uitvlokking. c.nbsp;de plaats van de eerste uitvlokking. 3e. is in het neerslag het toxine aanwezig? le. Mijn onderzoek leerde dat deze vraag ontkennend be-antwoord kan worden: met de concentratie van de carbolwerd de uitvlokkingstijd kleiner. Bij een serie buizen waarinsteeds dezelfde hoeveelheid toxine was gedaan, werd inopklimmende hoeveelheden carbol toegevoegd tot 2% enbleek er in het waterbad bij 50ÂŽ in het toxine 118 met 2%carbol het allereerst een uitvlokking op te treden. Deze was



??? zeer krachtig, breidde zich naar de lagere waarden uit en namdaarbij af in sterkte. De uitvlokkingstijd wordt tenslotteoneindig groot o.a. bij 0.3% ontstond na langen tijd nog eenneerslag in de buis, dat sterk deed denken aan het neerslagdat verkregen werd met de uitvlokking van Ramon in dehnis, die min of meer van het optimum, in het algemeen vanhet middelpunt van een uitvlokkingsz??ne aflag. De minimumearbolconcentratie waarbij nog een neerslag werd gevormdWas verschillend voor de diverse toxinen. 2e. a. Deze invloed bleek bij meerdere malen uitgevoerdenitvlokkingen een remmende te zijn. In het algemeen werdenmet het toenemen der carbolconcentraties de buizen veeltroebeler; bij 1% sterke troebeling, zelfs bij 2% niet meeraf te lezen. Met 0.5% kreeg men practisch alleen verschilur de uitvlokkingstijd. Tevens bleek, dat wanneer van eentoxine A. de uitvlokkingstijd grooter was dan van een toxine?Š., dit verschil nog grooter werd wanneer men aan deze beidetoxinen een gelijke hoeveelheid carbol toevoegde. 6. De uitvlokking veranderde niet van aanzien: b.v. eentoxine, dat

zonder carbol niet als fijne vlokkenregen uit-blokte met zijn correspondeerend serum, vertoonde hetzelfdevlokkingsbeeld als een toxine met 0.5% a 1% carbol. c. Ten opzichte van de plaats van de eerste uitvlokkingInrijgt men den indruk, dat het optimum van uitvlokkingeen geringe neiging heeft naar links in de serie te verschuiven. .Het toxine 113B, zonder carbol, b.v. vlokte met een seriemt in buis 16 na 4 uur. met 1% in buis 15 a 16. 10 min. later. met i%in buis 15. 30 min. later dan toxine zonder carbol. Het toxine 123 zonder carbol vlokte uit in Â? 5 uur inbuis 13. met 1% carbol vlokte uit in Â? 5 uur in buis 12. met 1% carbol alleen troebele buizen. Het toxine 117 gaf daarentegen, iets na elkaar ongeveerop dezelfde plaats liggende uitvlokkingen resp.: geen, meten 1% carbol. Het toxine 118 gedroeg zich als toxine 117. Bij toxine 115 waren weer verschillen van ?Š?Šn buis, etc. 3e. In een waterbad van 50ÂŽ werd van het toxine 118, datdoor een E.K. (Seitz Entkeimungs Filter) was gefiltreerd, ??nbsp;81



??? ingezet een hoeveelheid zonder carbol, met i % carbol en nogeens met i % carbol; daarnaast bij kamertemperatuur zondercarbol. Nadat het toxine door de carboltoevoeging was uit-gevlokt werd de inhoud van ?Š?Šn der buizen, die i% carbolbevatte, gecentrifugeerd, de andere werd geschud, dusdanig,dat neerslag en vlokken weer in een fijn verdeelde toestandkwamen. Op witte muizen werd nu de d.l.m. van deze behandeldetoxinen nagegaan n.1.: i. het toxine dat i uur bij 50ÂŽ hadgestaan, 2. het 1% carboltoxine na centrifugeeren, 3. het1% carboltoxine met neerslag, 4. het toxine dat i uur bijkamertemperatuur had gestaan. 1.nbsp;I cc. ingespoten bij muizen in verdunning i : 10,000t aan tetanus 4e dag, 2.nbsp;I cc. ingespoten bij muizen in verdunning i : 10matige tetanus. 3.nbsp;I cc. ingespoten bij muizen in verdunning i : 50iets tetanus, i : 10 f aan tetanus 4e dag. 4.nbsp;I cc. ingespoten bij muizen in verdunning i : 10.000t aan tetanus 4e dag. Waaruit dus ten duidelijkste blijkt, dat het toevoegenvan carbol het toxine sterk modificeert en

tevens, omdathet 1% carboltoxine met neerslag giftiger is dan het 1%carboltoxine zonder dit, een gedeelte van het toxine gebondenis aan het neerslag. Daarnaast blijkt tevens dat de temperatuur van 50ÂŽdezelfde modificeerende invloed heeft op de toxiciteit vanhet toxine als de temp. van 18ÂŽ. Interessant is, dat een toxine No. 70, ongeveer 3 jaar oud,dat geen uitvlokkingen meer gaf, zelfs niet na dagen, metcarbol tot hooge concentratie geen uitvlokking meer kon geven,m.a.w. de praecipitabele stoffen zijn er uit verdwenen.Opmerkelijk is, dat tetanustoxinen, die onder toluol bewaardworden regelmatig troebel worden en dat welhcht het langereverblijf onder de toluol een verklaring kan geven voor boven-staande gebeurtenis. Resumeerende kan ik besluiten: le. dat het in het algemeen mogelijk is een uitvlokking,die verschillende verloopsvormen heeft, te verkrijgen als



??? ^eu tetanustoxine en tetanusantitoxine bijeen voegt. 2e. dat vele onbekende factoren de uitvlolddng beheerschen,Waarvan o.a. zeer zeker een groote invloed moet toegezegdWorden aan de e.v. onreinheid van het gebruikte glaswerk. 3e. dat de buis, die het allereerst uitvlokt, sterk overneu-traal is, dus geen initiale uitvlokking. 4e. dat met het oog op de plaats van deze buis in de seriegeen aanknoopingspunten zijn te vinden om de toxinen inhunne antigeeneigenschap onderling te waardeeren. 5e. dat niet elk serum goede uitvlokkingen geeft. 6e. dat er met andere stoffen, o.a. carbol, ook uitvlokkingenzijn te verkrijgen, waarbij de concentratie dezer stoffen deUitvlokkingstijd beheerscht. Deze uitvlokking is niet te onder-scheiden van die, welke men verkrijgt als men tetanustoxineen specifiek antitoxine bijeenvoegt. Het neerslag is ietstoxisch. Het carbol werkt sterk modificeerend op het toxine. 7e. dat, waar er meerdere niet specifieke uitvlokkingenschijnen te bestaan en men deze niet kan onderkennen vande ware, waardebepaling in vitro door middel van uitvlokkingalsnog uitgesloten is.



??? HOOFDSTUK VI. OVER DE TITRATIE VANTETANUS(ANA)TOXINE EN ANTITOXINEDOOR MIDDEI.VAN â€žRINGPRaCIPITATIONquot;. Het streven om door het doen optreden van de uitvlokkingin ?Š?Šn bepaald gebied deze duidelijker te doen zijn, zooalsoorspronkelijk (zie blz. 60) ook door Nicoi,i,e, C?ŠsARi enJouan door middel van een vaste bodem (10 % gelatine)werd verricht, is weder opgevat door Hoen, TschErtkowen ZiPP Deze kiezen daarvoor echter geen vast milieu, maareen gelatineoplossing van 2%, waarin deze uitvlokking op-treedt op en in de omgeving van het aanrakingsvlak van toxineen antitoxine in den vorm van een ring: â€žR i n g p r ?? c i -pitationsr?Šaktionquot;. De laatste onderzoekers hebbenoorspronkelijk deze reactie bij diphtherietoxine en -anti-toxine toegepast en kwamen tot de slotsom, dat de praeci-pitinogene eigenschappen niet te scheiden zijn van de anti-gene. Onder de antigene eigenschappen verstaan ze dande bindende eigenschappen van het toxine in den zin vanB??cher, Kraus en

Iv?–WEnstein (de â€žBindungswertquot;.Zie blz. 63). Bij het anatoxine vindt Ramon de lyf. (antigeen-waarde) even groot als bij het oorspronkelijke toxine, hetgeenin het algemeen is bevestigd en ook mijn meening is in dierichting. De uitvlokkingstijd is echter grooter geworden.Nu vinden B??cher, Kraus en I^owenstein met hunnebindingswaarde een grootere waarde bij het anatoxine,zoodat ze meenen, dat de antigene eigenschappen zijn ver-minderd. Hoen, Tschertkow en Zipp konden bij hunnetitratieproeven met toxinen en anatoxinen bij diphtherie eenanaloge verhouding verkrijgen als bovengenoemde onder-zoekers met hunne â€žBindungswertquot;. Tevens vonden zij bijverwarming van het anatoxine op 65 en 70 graden met hunneringmethode vermindering der antigeenwaarden, die nietmet de uitvlokking was aan te toonen. Om deze verminderdewaarden die toevallig(?) sluiten met de bindingsmethode, te



??? interpreteeren als een vermindering der antigeenwaarde iseen min of meer apodictische uitspraak zonder eenigen grond.Aangetoond moet worden, dat, als met een anatoxine eenvermindering gevonden wordt bij de ringmethode, terwijlde uitvlokking dezelfde waarde heeft behouden, dit antigeen-vermogen geleden heeft bij zeer vele dierproeven. Daarbijmeen ik, dat ook B?¤chkr, Kraus en I^??wenstein niet hetrecht hebben het grooter worden van de â€žBindungwertquot;te verklaren als een vermindering van het antigeenvermogenvan het anatoxine: m.i. verontachtzamen ze hier de vraag inhoeverre of toxine en anatoxine in staat zijn elkaar in hunbinding met antitoxine te verdringen. De ringmethode is daarna als waardebepaling door HoENen Tschertkow toegepast bij titraties van tetanus(ana)-toxinen en antitoxinen en wordt door hen geprezen boveniedere andere methode. De door hen gepubliceerde optimistische uitkomsten warenaanleiding voor mij deze ringreactie onder de oogen te zien. Ken gelatineoplossing werd bereid als door hen aangegeven:2 % gelatine lo % NaCl. De eerste

vraag, die ik mij stelde,Was, of het inderdaad mogelijk was een ring te verkrijgen,als men tetanustoxine en tetanusantiserum in een bepaaldeverhouding bijeen brengt en of deze specifiek was. Het schemadat gevolgd werd, was hetzelfde als door de onderzoekersaangegeven voor het titreeren van antitetanussera. Het serum waarmede ik mijn onderzoekingen verrichtte,Werd dus verdund i : 25 met phys. zoutopl. voorzien van0-3% carbol. In een serie van 10 buisjes werd nu afgepipet-teerd in ieder i cc. van deze uitgangsverdunning en hierbijWerd nu phys. zoutopl. met 0.3% carbol gedaan aldus, datde eerste buis bevatte: i : 25 verdund serum, de tweede i : 50,de derde i : 75, enz., de tiende i : 250. Uit elk dezer buizenwerd nu i cc. genomen en gebracht in de serie van 10 buizen,waarin de ringreactie moest plaats vinden. Hierbij werd ver-volgens i cc. van de boven bereide gelatineoplossing: 2 % gela-tine 10 % NaCl. gedaan, zoodat de serumverdunningen nu Waren i : 50, i : 100...... i : 500, voorzien van 1% gelatine en 5% NaCl. Met een voor i cc. geijkte Pasteursche pipetwerd zeer voorzichtig i

cc. van een door een E.K. gefiltreerdetetanustoxineoplossing op de serumverdunningen gebracht,dusdanig, dat er een scherp scheidingsvlak ontstond. Elk



??? buisje werd aan de bovenzijde bedekt met een blaadjestaniol en daarna in een broedstof van 37ÂŽ gezet. B?Šn water-bad bleek onbruikbaar, daar er dan te veel stroomingen ont-staan, die het aanrakingsoppervlak tusschen serum en toxineverstoren. De bedoehng hiervan is om te bepalen met welkeverdunning van een bekend serum er nog een ring optreedtmet i cc, van een bekend toxine. Deelt men deze verdunningnu op de antitoxische waarde, bekend uit de dierproef, danbepaalt men de Lp. grootte van het toxine. Dit is dus eigenlijkdie hoeveelheid antitoxine, die juist in staat is i cc. van hetgebruikte toxine te neutraliseeren (Ramon). Door nu met eenonbekend serum te experimenteeren en de verdunning,waarbij men nog juist een ring waarneemt, te vermenigvul-digen met deze Lp. grootte, heeft men aldus onmiddellijk deantitoxische waarde (Hoen en Tschertkow). Na zes uur(later bleek mij dat het juister is om de drie uur waar te nemen,omdat een ring die op deze wijze ontstaat soms weer snelverdwijnt) bleken de

scheidingsvlakken vervaagd, van eenring was niets te zien, en werd ook in de volgende dagen nietsgezien, wel werd de buisinhoud troebel. Ook bij herhaling is het mij niet gelukt met dit toxine endit serum een ring te verkrijgen. Met een ander toxine ont-stond een ring bij een serumverdunning i : 50, deze was zeerkortstondig. Werden de serumverdunningen minder sterkgenomen i : 20, dan was het wel mogelijk ringen te krijgen.De ringen die bij de minder sterke verdunning vrij sterkzijn, zijn verderop zeer moeilijk zoo niet onmogelijk teherkennen. Daarom werd zoowel het gelatinegehalte als detemperatuur verhoogd om een scherper grensvlak en alduseen scherpere ring te houden. Inderdaad waren de ringen nuveel duidelijker te zien, maar de moeilijkheden om tenslotte de buis te herkennen, waar nog juist een ring aanwezigwas, werden niet minder. Zoo was er een duidelijk verschil inringen tusschen 2, 3 en 4% gelatine-oplossingen, die gebruiktwerden voor de eindverdunningen van het serum. Tot slotbleven er altijd nog de refractaire

sera, die noch met het eene,noch met het andere toxine en in verdunningen waarbij ditzeer zeker moest, een ring gaven. Na deze negatieve resultaten werd nog de wijze toegepastzooals aangegeven voor de titratie van de toxinen^\'. Hierbij werd een constante serumverdunning genomen van



??? 1: 15 dusdanig, dat ten slotte er een serumoplossing was die 1nbsp;/o gelatine en 5% NaCl. bevatte. Het toxine werd verdundaldus: I cc. toxine, i cc. toxine en i cc. phys. zoutopl.,^ cc. toxine en 2 cc. phys. zoutopl., etc. In iedere buis werd nu 2 cc. van de serumverdunning alsbovengenoemd afgepipetteerd en daarop werd nu zeerVoorzichtig i cc. van het verdunde toxine gebracht. Na 2 uurWas er al in het begin van de serie (minst sterke verdun-nmgen) een vrij scherpe ring te zien. Deze ring werd lang-zamerhand zichtbaar tot in het einde van de serie. Het toxine werd nu in een volgende proef in grootereverdunning, te beginnen met 1:5, op de serum verdunninggevloeid en nu ontstonden al spoedig zeer fijne ringen.Waarvan de laatste zeer moeilijk zoo niet onmogelijk is afte lezen. Het best ziet men deze door de buizen te houden te-gen een donkere achtergrond en het licht van boven-voor telaten opvallen. Het was dan zelfs mogelijk zeer fijne ringenwaar te nemen, maar des te fijner men de ringen kon zien,des te moeilijker was het een einde in de ringvormen vastte stellen. I^eze

uitkomsten waren de inleiding voor een reeks vanonderzoekingen van zeer algemeenen aard. Er werd uitgebreid onder de oogen gezien de invloed opdeze ringreactie van Ie. het percentage gelatine. 2e. de temperatuur. Er werden naast elkaar gebruikt gelatineoplossingen van 2nbsp;% gelatine en 10% NaCl. en van 4% gelatine en 10%NaCl. De temperaturen waren 37 en 50 graden. GetitreerdWerden twee maal twee toxinen. E)e eerste twee toxinen No. 117 en No. 118 werden verdundals boven vermeld, te beginnen met verdunning 1:5. Hetserum werd verdund i : 15 dusdanig, dat ontstond een 1%en 2% gelatineoplossing -f 5% NaCl. De serie bestond uitlo buisjes i, 2, tot en met 10, De resultaten waren: Na 2 uur. Voor toxine 117 met serum 1% gelatine, 5% NaCl. bij 37ÂŽ ring niet aanwezig,bij 50ÂŽ â€ž



??? met serum 2% gelatine, 5% NaCl. bij 37quot; bij 50O â€ž voor toxine 118 met serum i % gelatine, 5% NaCl. bij 37ÂŽ Ring in i en 2.bij 50O â€ž â€ž I, 2 en 3.2 % gelatine, 5 % NaCl. bij 37Â? â€ž â€ž i, 2, 3, 4- bij 50Â? â€ž â€ž I, 2, 3, 4, 5, 6. Na 6 uur. voor toxine 117 met serum 1% gelatine, 5% NaCl. bij 37ÂŽ ring in 10?bij 50Â? ring in i, 2, 3. 2% gelatine, 5% NaCl. bij 37Â? geen ring. bij 50Â? ring i, 2, 3, 4, 5. 6, 7, 8, 9, 10. voor toxine 118 met serum 1% gelatine, 5% NaCl. bij 37Â° ring i, 2.? bij 50O ring i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. 2% gelatine, 5% Na. Cl. bij 37ÂŽ quot;ng i. 2, 3, 4, 5. 6. bij 50Â? ring i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. hier (bij 50ÂŽ) waren de ringen buitengewoon sterk. Men kan hieruit onmiddellijk zien, dat zoowel de tempera-tuur als het gelatinegehalte quantitatief en qualitatief de ring-reactie beinvloeden. Om hier ?Š?Šn van deze de voorrang tegeven is moeilijk. Den volgenden dag waren de ringen veel minder scherpen daardoor het aflezen ondoenlijk. De resultaten met het tweede paar toxinen 115 en 116 ondergelijke

omstandigheden waren. Na 3 uur: voor toxine 115 met serum 1% gelatine, 5% NaCl. bij 370 ring in i, 2, 3, 4.bij 50O ring in i, 3, 2, 4, 5,2% gelatine, 5 % NaCl. bij 37Â° ring in i, 2, 3, 4, 5, 6, 7. bij 50O ring in i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.



??? voor toxine ii6 met serum i% gelatine, 5% NaCl. bij 37ÂŽ ring in i, 2.bij 50O ring in i, 2, 3, 4,2 % gelatine, 5 % NaCl. bij 37Â? ring in i, 2, 3, 4- bij 50ÂŽ ring in i, 2, 3, 4, 5- Na 6 uur waren de ringen in het algemeen iets duidelijker,terwijl tevens: voor toxine 115 met 1% gelatine bij 37Â? ook ring in 5.voor toxine 116 met 1% gelatine bij 37Â? ook ring in 3. Na 24 uur. de ringen zijn veel breeder, veel minder scherp te onder-scheiden van de troebele omgeving, zoodat nu in het geheelgeen duidelijke gevolgtrekkingen te maken zijn. Uit deze proef kan men concludeeren, dat hier de invloedvan de gelatineconcentratie grooter is, dan die van detemperatuur. Overziet men de resultaten van al deze algemeene proeven,dan kan de ringreactie als waardebepaling niet in aanmerkingkomen.Wel zijn er geen bijzondere titraties verricht, maar metbet oog op den grooten invloed van concentratie van degelatine en van de temperatuur is er alle reden om deze eensucces te ontzeggen. Men heeft zelfs alle recht aan te nemen, dat er nog veleandere factoren zijn, die deze ringreactie zullen be??nvloedenen zullen

o.a. veranderingen in den aard en concentratieder electrolyten, herkomst en bereiding der gelatineoplossing,etc. een invloed toegeschreven moeten worden, immers menheeft hier in tegenstelling met de uitvlokkingsreactie, nietmet een homogeen mengsel te maken. De resultaten, diemen verkrijgt zijn afhankelijk van de diffusie der werkzamestoffen naar het aanrakingsoppervlak en dus zullen vorm engrootte van dit laatste (wijdte der reageerbuizen) benevensde concentratie van de reageerende bestanddeelen (verdun-ningen), de uitkomsten sterk be??nvloeden. Daarbij heeft men (zie boven) bij de ringreactie, zooalsdeze door Hoen en TschERTKow wordt aanbevolen, slechtsvergelijkenderwijze conclusies te trekken. Namelijk moet menbeschikken over een standaard-toxine en standaard-serumen kan daarnaast pas titreeren op een willekeurig toxine c.q.serum.



??? Ten slotte rest nog de buitengewone moeilijkheid in hetconstateeren der ringen, zoodat, alles te zamen genomen,we aan deze reactie slechts een teleurstelling in het practischegebruik kunnen toezeggen.



??? hoofdstuk vii.slotbeschouwingen, practische aanwending van het tetanusanatoxine. Het is mogelijk bij caviae met het tetanusanatoxine eenspecifieke immuniteit te bereiken. Deze immuniteit kan menvergrooten door meer van het vaccin in te spuiten, maartevens meerdere malen, en de injecties ten opzichte van elkaareen bepaalde plaats in tijdorde te geven. De antigeenwerkingIS te vergrooten door bijvoeging van een niet specifiekeprikkel. De immuniteit ontstaat langzamerhand, is te bepalendoor het aantoonen van een humorale-(muistitraties) eneen cellulair?Š immuniteit (r?Šactivit?Š acquise), het vermogenom op een hernieuwde inspuiting te reageeren met de vormingvan specifieke antitoxinen. Zoowel cellulaire- als humoraleimmuniteit zijn afhankelijk van een bepaalde gevoeligheid vanhet organisme (de r?Šactivit?Š naturelle), die de individueeleverschillen bij de gevolgen der entingen veroorzaakt. Dezer?Šactivit?Š is een blijvende eigenschap, geen tijdelijke toestand,blijft dus steeds aanwezig en maakt het zoo gevaarlijk uitslechts enkele vaccinaties gevolgtrekkingen te maken.

Naaranalogie van dierimmunisatie is het ook mogelijk menschente wapenen tegen tetanustoxine c.q. tetanuskiemen. Evenwel zal het gebruik van het tetanusanatoxine altijdop groote moeilijkheden blijven stuiten. Men bedenke, datmen te maken heeft met een stof, die, voor zij door een be-werking tot z.g. anatoxine werd, in toch zoo minimale dosisreeds ziekmakend respect, doodelijk was. Ik herinner hier aan toxinen, die ik op het Rijks SerologischInstituut zag bereiden. Een d.l.m. muis i : 500.000 en kleinerwas geen uitzondering. Men kan nu als volgt de d.l.m. voor een mensch theoretischberekenen. Het is namelijk bekend, dat de mensch waarschijn-lijk gevoeliger is dan het paard, terwijl dit laatste 12 maalgevoeliger is dan de muis m.a.w., de toxinehoeveelheid om?Š?Šn muis van 15 gram te dooden is vernietigend voor 12 maal



??? 15 gram â€” i8o gram mensch. Stelt men een mensch op eengewicht van 72 K.G. dan kan dus de giftdosis voor 400 muizenvoor dezen mensch doodelijk worden, waarbij men nu eenigs-zins een idee van de kleinheid der doodelijke hoeveelheidkrijgt. Daarnaast weten we, dat de eenmaal uitgebrokentetanus zulke slechte kansen voor genezing biedt. Wil menabsoluut overtuigd zijn van de volkomen onschadelijkheid,dan heeft men eenige malen bij caviae 10 cc. onderhuidsin te spuiten en deze dieren nauwkeurig te observeeren,omdat anderen en ook mij bleek, dat na twee weken het uit-breken van een late algemeene tetanus nog mogelijk is. En dan blijft er nog een verraderlijk moment bij de tetanus-anatoxinebereiding over, de mogelijkheid van de tetanusbacilom zijn resistente sporen te vormen. Zoo bleek bij ?Š?Šn vande nieuw bereide anatoxinen, dat van een toxine met eend.l.m. muis i : 100.000 stamde, door dit gedurende 3 wekenmet 0,4% formaline bij 40ÂŽ C. te zetten, dat na enting van 50gram in de Tarozzi-bouillon er

gasvorming optrad en nanauwkeurig onderzoek de tetanusbacil in reinkultuur waste kweeken. Dit anatoxine had verder bij caviae onderhuidsingebracht in hoeveelheid van 10 cc. geen verschijnselen,van welke vorm van tetanus dan ook, gegeven. Voor een volkomen gewettigd inspuiten van menschenmoet men dus eischen: Dat bij een onderzoek op een voor tetanus zeer gunstigevoedingsbodem van een voldoende hoeveelheid 50 c.c.)anatoxine blijkt, dat de mogelijkheid tot vorming van tetanus-bacillen uitgesloten is, opdat men niet onaangenaam verrastworde, doordat op een gegeven oogenblik, door omstandig-heden, die dit mogelijk maken, bij ?Š?Šn zijner vaccinaties ent-tetanus optreedt. Om verder overtuigd te zijn van zijn immuniseerende kracht,heeft men een juiste en afdoende waardebepaling noodig.Wel weten we, dat anatoxinen afgeleid van toxinen met eenzeer kleine d.l.m. zeer sterk als antigeen werken, maar abso-luut is hier niets te bepalen. Waardebepalingen in vitro zijnde juiste, waardebepalingen in vivo hebben het

bezwaar,dat ze duur zijn en bovendien binnen vrij ruime grenzenafhankelijk van de gevoeligheid der proefdieren. Heeft men eenmaal een anatoxine en weet men, dat hetgoed immuniseert, dan rijst de vraag: waar is het aangewezen?



??? Reeds Ramon heeft opgemerkt, dat het gebruikt moetworden voor soldaten, die naar een veldslag gaan. Ik zoudit eerst nog wat algemeener willen zeggen. Daar we zelfsniet kunnen benaderen hoe groot de waarde van de humoraleimmuniteit moet zijn om een mensch te beschermen tegen dedoodelijke tetanusinfectie, te meer daar bij de actieve immuni-satie de cellulaire immuniteit de hoofdrol speelt, en we niet,zooals bij de diphtherie, een eenvoudige huidreactie hebbenom de immuniteit vast te stellen, is er bij elke tetanusvacci-natie een zeker risico aanwezig, tenzij men als eisch stelt, datna de vaccinatie de antitoxische titer van het bloed gelijk moetzijn aan die na de prophylactische seruminjectie van 20 A.E.Hiervoor zijn echter venepuncties en vergelijkende serum-titraties op dieren noodzakelijk, zoodat deze wijze van con-troleeren van het resultaat der entingen slechts voor denenkehng kan plaats vinden. Het bovengenoemde risico moet nu opwegen tegen detetanusgevallen die optreden als er niet gevaccineerd wordten men kan bovengenoemde gedachte aldus formuleeren: Dat de

tetanus vaccinatie meestal een massa-enting zal zijn. le. Voordat hij naar het front vertrekt dient iedere militair,met inachtneming van de bovengenoemde voorzorgs-maatregelen, gevaccineerd te worden tegen tetanus. Omdater voor het tot stand komen van een afdoende immuniteiteen zekere tijd noodig is, moet het zwaartepunt van dezeenting gelegd worden in de dep??ts, waar de jonge menschenafgericht worden tot soldaat etc. Het bereiden van grootehoeveelheden tetanusanatoxine in vredestijd is hiervan delogische consequentie. Wij behoeven immers niet bevreesdte zijn, dat er door den tijd tetanusanatoxine verloren zalgaan, daar het juist zoo stabiel is in zijn eigenschappen. Hetcombineeren van verschillende vaccins kan eventueel over-wogen worden, (zie â€žgeassocieerdequot; vaccinaties) indien mener echter bij bedenkt, dat de waarde der typhusenting eronder lijdt. 2e. In omgevingen, waar door weinig hygi??nische omstan-digheden en slechte wondverzorging percentsgewijze veelklemziekte (tetanus umbiHcaHs) voorkomt is vaccinatie dertoekomstige moeder op ruime schaal

aangewezen, indien menniet de voorkeur geeft aan een seruminspuiting bij den pas-geborene.



??? 3e. Wat meer voor den enkeHng geldt: Wanneer bij oorlogs-gemutileerden naderhand een plastiek gedaan en dus ge-manipuleerd wordt in een omgeving waar nog tetanusziektekiemen, sporen van de vroegere verontreinigde wondafkomstig, een vita minima kunnen leiden, dienen dezegewapend te worden tegen de postoperatieve tetanus dooreen afdoende vaccinatie en moet men hier het bloed nauw-keurig nagaan op de aanwezigheid van de tetanusanti-ncliamen (zie vaccinatie van menschen). Zoo ziet men dus, dat het tetanusanatoxine in vredestijdweinig in aanmerking zal komen, omdat de tetanus zoo zeldenvoorkomt en we in onze seruminjectie een onmiddellijk goedwerkend prophylactisch middel hebben, in tegenstelling metden langen duur der behandeling met anatoxine. Zeer effectief zou het geweest zijn, als men tijdens dewerking der passieve immuunlichamen een actieve immuni-satie tot stand had kunnen brengen. Ik kan hierin de Franscheonderzoekers met volgen, omdat ik uit hoofde van een grootereeks van

onderzoekingen niet alleen meen, dat de passievemmunisatie benadeeld wordt (het simultaan immuniseerenis dus met onschuldig!) maar tevens het anatoxine in zijnwerking wordt opgeheven: De ,,t?Štanos post s?Šriquequot; is niette beheerschen met vaccinaties. Naar analogie van dierproeven meen ik bij den actiefgeimmumseerden mensch, bij op tetanusinfectie verdachtewond op een meuwe injectie van tetanusanatoxine aan te rappel. Ook al is bij de ge??mmuniseerde persoon het antitoxine-gehalte aanmerkelijk gedaald, dan overweegt de antitoxine-verwekkende prikkel van het anatoxine verre het verUesdat ontstaat door binding van eventueel nog aanwezig
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??? STELLINGEN. I. Het grooter worden van de â€žBindungswertquot; te inter-preteeren als een vermindering van het antigeenvermogenvan het anatoxine ten opzichte van het oorspronkelijketoxine berust op onvoldoenden grond, II. In omgevingen, waar de tetanus neonatorum frequent is,behandele men den pasgeborene met seruminjectie eventueelmake men de a,s, moeder vroegtijdig onvatbaar tegen tetanusmet anatoxine, III. In geval van mobilisatie dienen de officieren met de leidingte velde belast aan een streng geneeskundig onderzoek onder-worpen te worden, zoowel wat hun lichamelijken als hunpsychischen toestand betreft. IV. Vooral in militairen dienst is slechts in het uiterste gevalhet voorschrijven van steunzolen, en dan voor elke persoonpassend gemaakt, aangewezen. V. De waarde van den officier van gezondheid in voorstelinie wordt niet beheerscht door z\'n medische kennis, VI. Bij septische angina is tonsillectomie en blootleggen vanhet spatium parapharyngeum met al of niet onderbindingvan de halsvenen ernstig te overwegen. VII. Bij trichophytie van de

baard is R??ntgenepilatie te ont-raden. VIII. Bij een advies betreffende zwangerschap aan een patientemet mitraalstenose houde men zich aan de uitspraak vanMackenzie, zie: Heart disease and pregnancy, IX. Indien anisokorie gepaard gaat met verminderde gevoelig-heid van het hoornvlies, is de diagnose tabes waarschijnlijk.
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