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TN LBIDILNG.

Nadat door Krmes in 1883 het eerst op den diphtherie
bacillug was gewezen on Loorpner dezen bacil nader
had  bestudeerd en zulver gekweekt, namen, wvooral
aangespoord door de klassieke onderzoekingen van Roux
en Yersty, talrijke bacteriologen dit onderwerp ter hand.
Men zocht in talvijke gevallen van diphtherie naar den
nieuwen bacillng, kweekte hem op verschillende bodoms,
liet hem daarin zijn gif producesren, experimentesrde
daarmede en onderzocht den bacil microscopisch.  Zoo
fkwam men dan ook weldra in hef bezil van eene
menigte feiten omtrent de biologische en morphologische
cigenschappen van den diphtheriebacil en 18 hij aldus
seworden tob ecn der best bekenden onder de pathogene
microben.

Edoch, toen het er op aankwam in betrekkelijk korten
tijd diphtheriegif van conslante sterkte in groote hoeveel-
heid te verkrijgen, zooals men dit noodig heeft voor het
immumniseeren bij de bereiding wan het antidiphtherisch
serim, foen ondervonden ook de grondleggers dicr
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therapic, Bemmiveé on Roux, dat men hel verkrijgen




van het gewenschbe vergil lang niet in de hand heeft.
Zoo zeide Bparine ') nog verleden jaar: Das Diphthe-
riegilt wird, wie dag Telanusgift, aus Bouillonculturen
gewonnen, Die Culturen miissen jedoch , ui eéine nennens
wertlie Ausbeute an Gl zu gewidhren, lange Zeit
wachsen. Wahrend das Maximum der Tetanusgiftan-
sammlung schon in 8 Tagen crreicht ist, dauers es 2 bis
4 Monate, big man die Diphlherieculturen zum Zweck
der Giftgewinnung verarbeitet.”” lets verder nog: ,Ich
selbat bin anf einen bloss noch kleinen Rest einer
anfanglich grossen Quantitit vom Normalgift angewiesen.
welehien ich vor 17, Jahre durch die verdienstvolle
Mitwirkunge deg Sanititsrath O. Boer erhalten habe.
Derselbe fand unter Hunderten von Litern anscheinend
oleich behandelter Diphtherieenlburen nur 5 Liter heraus,
welche dem Normaldiphitheriegiftwerth entsprachen. Sein
dem haben wir unsg sehr grosse Mihe gegeben, gleich
wirksame Culluren wieder zu bekommern, aber erst in
neuerer Zeit, nachdem wir die Tomperatur, hei welcher
die Diphlherieculturen gewiichtel werden, aaf 85% herun-
torgetzten, glauben wir Aussicht zu haben dieses Ziel
regelmissiz erreichen zu konnen.”

Roux heeft, om congtant en in betrekkelijk korten
tjd (ongeveer 1 maand) viij sterk diphlheriegif te krijeen,
aanbevolen bouilloncultures van den diphtheriebaecil aan
te loggen in Pernbachsche ballons en arbeidt, sinds hij
antidiphtherisch genees=sermn op groote schaal fabriceert,

mel eenn tweetal groole broedkamers, van kosibare

) Brurtve.  Bekiimpfung der Tufectionskrankheiten. [nfection und
Desinfection, Leipzig, G. Tarevme 1894, p. 172 en p. 174.




inrichtingen voorzien, om voorfdurend vochtige, steriele
lucht over de cultures te docn strijken.

Bij een vergelijkende proef, in het pathologisch insti-
tuut alhier genomen, bleek eenzclfde diphtheriebacil.
sekweekt in denzelfden bouillon en in dezelfde broed-
stoof, bij aanvoer van lucht merkwaardiger wijze een
ywallker vergif te produceeren dan zender dien foevoer.
Dat foit trok zeer de aandacht, cn daar nergens eenige
fout viel te onbdekken, moest wel worden aangenomen,
dat de omstandizheden, waaronder de baeil zijn vorgif
produceerl, nog op verre na niet voldoende zijn bekend.
Bovendien was prof, Srrowck gebleken, dat volstrekd
niet altijd maanden noodig waren, om diphtheriegif te
verkrijgen; zoo bleken bv. bouilloncultures in gewone
kolven gekweekt, die slechis 17 dagen oud waren, een
filtraan te leveren, waarvan de gmm}hmd 5 malen grooter
wasg dan dic van het normaalgif van Burring (L894).

Eindelijk was het prof. Seronvk opgevallen, dat de
ganvankelijk zwak alkalisch reageerende bonilloncultures
geenszing constant na zekeren fijd een zure reactie
aannamen, terwijl alle andere ondcrzockers het er over
eens zijn, dat die wijziging van de reactic een karak-
teristick wverschijnscl is, dat de diphthericbacil bl zijn
groei in bouillon teweegbrengt en somuigen zelfs zoover
zijn gegaan, om het uitblijven van die reactie-wisseling
te heschouwen alg een eigenaardigheid, die den pseudo-
diphtherigbacil kenmerkt.

Naar aanleiding van die goed geeconstateerde [eiten,
ooheel in strijd met de ervaringen van zoo betrouwbare
onderzockers als Bourmwe en Roux, stelde prof. SPrRONCK

mij voor een onderzock in te stellen naar de oorzakeon
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dier tegenstrijdigheden, en de wisselvalligheid, die

bij de productie van diphtheviegil’ op groote schaal
zoo onvzettend storend is, Zeo mogelijk aan banden
te legoen,

Dat wij tot zekere hoogic daarin zijn geslaagd, moge

=

uit de volgende hoofilstukken blijken.




HOOFDSTUK I

Litteratuur O*irerzicht_

In het jaar 1884 vorscheen van de hand van Lomrrieg 1)
cen nitvoerige verhandeling: ,Ueber die bedeutung der
Mikroorganizmen fiir die Entstohung der Diphllierie beim
Menschen, bei der Taube und beim Kalbe” Hij vond
in vele gevallen de door Krmss *) in 1883 het eerst
aangegeven bacillen en het gelukte hem die zuiver te
kweeken, Met de reincultures deed hij talrijke entingen
en infectieproeven bij verschillende dieren, die er alle
op wezen, dat de staafjes dezelfde werking uitoefenden
alg het diphtherie-contagium bij den menseh. Het afdoende
bewijs daarvan kon hij echter nog niet leveren. IIij
kweekte de zuivere culbures op vieeschinluus-pepton-
gelating en ontdekte de veortreffelijkheid van het ook
nu nog algemecn gebruikte vieeschinluus-pepton-glucose-
sermin, welke cultuurbodern naar hem wordo gonoemd.

1y TLoprrreR.  Mittheilungen aus dem Kaiserl. Gesunihbeitsambte.
Bd. IT 1884, 8. 421,

2y Kipss. Verhandlunzen des Congresses fiir inn. Mediein. LL
Abtheil, Wieshaden 1883, 8. 1s59.




In zijn btweede mededecling,

Y In hel jaar 1887, en
in de mededeclingon der onderzoekers in de cerste jaren
na 1884, nl Enserion, Banms, SorEvsaw, bn'Espive,
Preyzowpr, vindt men voornamelijk de astiologische bo-
teekenis van den baecil en zijn morphologische eizen-
schappen bestudeerd, terwijl vox Horwawy- W ELLENHOF %)
een, geheel met den diphtheriebacil overeenkomende
micrebe leerde kennen, die echter avirulent was.

Len zeer belangrijke bijdrage tot de kennis van de
diphtherie en de beteekenis van den KiLeps-LOBFFLERSCHEN
bacil als oorzaak dier ziekle, leverden Roux en YRR )
in 1888 door de ontdekking van het diphtheriogif.
Achtereenvolgens in 1888, '89 en 90 verschienen in de
JAnnales de Tlnstitut Pasteur” de resultaten hunner
unitgebreide, nanwkeurige onderzoekingen. Wegens de
groote heteekenis, woelke die voor mijn onderwerp
hebben, zal ik enkele gedeellen daaruil cilesren. Zoo
zeggen zij in hun eerste meededeeling van 1888 van
den diphtheriebacil: .11 pousse abondamment dansg les
milieux liquides; le bouillon de veau légérement alealin
préparé avee une partie de viande pour deux parties
d’can nous a surtout servi dans ces recherches. Aprés

quelques jours de cullure, le bouillon primitivement

Y Lorrrrer.  frgebnisse weiterer Untersnchungen ither die Diph-
theriebagillen. Centralblatt “f. Bacteriologie w. Parasitenkimde. Bd. 1L
1887, IN0. 4,

%) v. Horvaxy-Wianinynor. Untersuchungen diber den  Kilebs-
Locffer’schen Baeillug der Diphtherie nnd seine pathogenc Bedeutung.
Wien, medic. Wochensehr, 3 1, 4. 1888,

%) Roux et Ymrsrv, Contribution & Iétude de la diphtévic. Ann. de
I'Inst. Pastenr T. 1T 1888, No. 12,




alcalin est devenu acide; ceste acidité persiste assez
longlemps, puis elle est remplagee par une reaction
alealine & Tair a libre aceés dans la culture, Le
développement dang le bouillon se fait sous forme de
petits grumcaux qui se fixent sur la parol des vases.
A Tabri de lair, dans la vide, le bacille se cultive
[acilement, maing moins énergiquement cependant gqu'a
Uair; dans ce cas le bouillon devient également acide ov
congerve cetle rdaction. Liaciditd ost plug prononcée
dans les cultures faites dans le bouillon glyecéring que
dans le bhonillon sgimple; dang ce milieu, gui devient
bientot dune acidité exagerce, lo bacille pord sa vitalicd.
I en est de méme quand il croil sur le gérum glyce-
riné, qui prend alors unc reaction acide, ce qui ne
s'observe pas avec le sérum ordinaire.”

Wanneer zij de bouillonculbures door cen Chamberland
filter peorsten en aldus gelieel van microorganismen be-
roofden, verkvegem zij een filtraat, dat bij injectic in
staat bleek dieren te dooden onder dezelfde verschijn-
selen, als bij enting met de reincultuur der bacillen
werd waargenomen. Bleven de dieren verscheidene
dagen in leven, dan verteconden ze typische verlam-
mingsverschijngelen, welke Lomrrrer fevorgeefs had ge-
tracht te woorschijn te roepen deoor injectic of enting
van reincultures.

Zij Loonden aan, dat het filtraat van oudere cultures
pen veel sterkere ftoxische werking had, dan dat van
jongere , verder, dat het gif zich vormt, zoowel in cultures
cekweekt wonder toetreding van lueht, als In cultures
aan de Incht, en dac het gif sneller werkt bij intra-

venenze injectic, dan bij subecutane.




Kormsro en Panravr ') in Weenen, die, ongeveer
gelijktijdiz met Roux en Y®WRIIN, proeven namen met
gefillreerde reincultures van den diphtheriebacil, zagen
geen cnkele hunner cavia's hezwijken na injectic van

1 em?® {iliraal sener 14 dagen oude bouillonenltuur., Wel

vertoonden de dieren oecdeem et opvolgende necrose
en ulceratic op de plaats van injectie. Intusschen
golukte het ook dien onderzockers laler zich een zeer
werkzaam gif te verschaffen.

In de fweede mededeeling van Rovx en Yrrsiv, 2)
welke in Juni 1889 verscheen, beschrijven zij de resul-
taten hunner verdere proefnemingen met gefillreerde
bouillonculiures en deelen zj nadere bijzonderheden
mede omtrent den aard van het diphtheriegif. Me(
betrekking tot mijn onderwerp is bijzonder belangrijk:
»lies cultures du bacille de la diphthérie n’ont Jdes
propriétés toxiques dénergiques que lorsquelles sont
devenues alealines, Tant que la réaction est acide, il
faut des doses notables de liquide filti¢ pour produire
un cffet sur les animaunx. La réaction alcaline du
liguide ecst due sans doute & Poxydailion de la matidre
azotée du bouillon, car elle ne se produit pas dans les
cultures faites a I'abri de Iairy do plus dans les cultures
anciennes, il se forme au bout de plugicurs mois des
cristanx de phosphate ammoniaco-magndsien, Nous ne
‘gaurions dire encore si lammoniagque est la seule base

qui preune naissance dans les culbtures & Lair.”

) Kouwsko wnd Pamraur, Zom Wesen des Croups und der Diph-
therie. Wien. Klin. Wochenseh. 1889, no. 8,
%) Ann. de I'lnst. Past. nv. 6, 188Y.




Zij] vonden, dat het gif in het filtraat vernietigd wordt
door verhitting hoven 60°, dal het niet oploghaar ig in
alcohol, dat het meegesleept wordt door verschillende
praecipitaten, dic zich in de vloeigbof vormen, zoo van
phosphas caleig, van kleiaarde. Deze eigenschappen in
verband met de sterke werking van het gif in zeer
kleing doses, maakten het waarschijnliik, dat het
diphtheriegif naderl tob de fermenlen. Onder deze vindt
men er ook, zooals het pancreasferment, die onwerk-
zaam zijn in een zure vieelgtof, Roux en YERSIN
gingen verder na, of de foevoeging van zurcn aan con
glerk oiftig, alkalisch filtraat, de schadelijke werking
daarvan ook verminderde. Dit bleek inderdaad het
goval te wijn, Was de reactie door toevoeging van
acidum  lacticum of acidum tartaricum duidelijk zuur
gemaakt, dan was 1 em? van diec vloeistof niet meer
i ghtaat cavia’s bij subcutanc injeclie te dooden, die nu
slechis een licht oedeem vertoonden en weldra gchecl
hersteld waren. terwijl een contrdlecavia, na injectie
van 0,5 em® van het alkalische filtraat, snel suceom-
beerde. Neutralizeert men de zuur gemaakte viecistof,
dan herkrijgt ze weder een giroot gedeelte harer vroegere
werkzaamheid. Hoe langer het contact meb het zuur
geduurd heeft, des te moer blijkt ze cchter van haar
giftigheid wverloren te hebben. Zells zeer gnariug(: hoeveel- -
heden zuur hcbben een merkbaren invieed op de werk-
zaamheid van hel gif.

Acidum phenicum, acidum boricum, biboras sodae bij
het toxisch filtraat gevoegd, vertragen de werking
daarvan, zonder evenwel den dood der procfdicren te
verhinderen.
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Volgens de onderzockingen van Roux en YERSIN zou
derhalve de alkalische bounillon, waarin diphtheriebacillen
sekweekt worder , regelmabig cen zurc reactic aannemen,
om na eenizen tijd weer alkalisch te worden, Lerwijl deze
renclieverandering in hooge mate van mvioed is op de
toxiciteit van het filtraat.

Uit de door hen ontdekte feiten, dat hot filtraat
van een diphtherichouillon haast onwerkzdaam ig zoolang
de houillon nog zuur reagecrt, terwijl de giftigheid pas
voor den dag kemtb na verloop van eenigen Lijd, wanneer
de bacterién hebben opgehouden zich te vermenigvualdigen
en de alkalische reactio is ingetreden , en dat de giltigheid
stijot evenredig aan den duur van die reactie, leidt
(avarmia Y cens hypothese al, volgens welke het gif
zou besloten zijn in de lichamen der bactericn en daaruit
slechte langzaam door het alkaligche vocht zonde uitge-
loogd worden.

ZanNIko 2) vermeldt, dat zijn zwak alkalisch gemaakte
bouillon, (die hij aldus samenstelds: op 100 vleeschin-
fuus, 1,0 pepton; 1,0 dextrose, 0,5 keukenzout) meestal
reeds in den loop van den bweeden dag zunr werd.

Bovendien bemerkte hij, dat na koken van een z0oo-
danigen zuren bonillon de reactie onveranderd blijit; ze
wordt dug nieb door koolzuur veroorzaakt, ten minste

niet allcen daardoor.

) (FaMangia. Lles poisons bactériens. Parvis. Roumer et Cie 1892
Bibliotheéque médicale publice sous Ta direstion de Chaveot et Debove.
%) Zanwiko. Beitrag zur Kenntnis des Diphtheriebacillus. Tuang.-
dissert. Kiel 1889 en Ceniralblalt fir Bacteriol. u. Parasitenkunde.
Bd. VI. 1859. No. b—8.
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Omurent den groei in zijn bouillon zegt hij: na 18 uren
bemerkl men reeds witte klompjer, die gedeeltelijk op
den bodem liggen, gedeeltelijk aan den wand van het
glas kleven., Met den microscoop ziet men, dat deze
klompjes kolonién zijn, in welke de bactorién door een
sich intensief Kleurende magsa, worden samengehouden.
De verbinding is vrij vast, alleen door voorfgezel, sterk
schudden is een voorbijgaande troebelheid van den bouillon
door verbrokkeling der klompjes te verkrijgen. Spontaan
zon de boulllon gewoonlijk nocit troebel warden. Alleen
bij zeer weligen groei zou cen kortdurende, spontane
trochbelheid kunnen ontstaan, maar altijd zinken de cellen
toch weldra weder op den hodem en laten een volkomen
helderc vloeistot boven zich. Evenals Roux en YursiN
voud hij den groei bij zuurstotatsluiting iets verminderd.

Ook heeft hij den grooten inviced van de reactie van
den voedingshodem op den groei waargenomen, Op
alkalische aardappolen groeit de bacil veel beter dan op
gure; evenzoo is div onderscheid zeer sterk bij gelaline.

Dic bevindingen omtrent den groei vermeld ik, omdat
ik meen deoor mine proefnemingen ze nader te kunnen
verklaren.

D'Eseive én ve Mariewac b deelen medea, dal de bacil
welie grocit in bouillon, samengesteld volgens de formulo
van Lozrrisr (00 grm. versch rundvleesch gedurende
24 uur gemacereerd in 1 L. water, daarna er aan

toegevoegd 10 grm, droge pepton, 5 grm. keukenzoul en

) I¥Eseing et de Mamrtenac. Recherches expérimentales sar le
bacille diphthérigue. Révue médicale de Ja Suisse Bomande 1890.
No ] et 2.
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’\:, 7 & 8 grm. glicose, vervolgens alkalisch gemaalkt).
24 uren na de uitzaaiing is de boulllon reeds licht

il zuur, wanneer de hoeveelheid niet grooter is dan 5 tot
| 6 em®, na 2 dagen cchter is de aciditeit altijd duidelijk.
I Den groei in houillon begchrijven ze jnist als Zarwixo.
' , Het ecerst toonden ook die schrijvers de niogelijkheid
aan, om den bacil to kweeken m urine van den mensch.

Dat gelukte hun zoowe! in urine , dic de gewone normale

gure reactie had, ale in urine, die vooral was genenutra-

@|p| liseord. Of deze laatste wine onder invloed van den
baci! ook zuur werd, geven zij echter nict aan.

-Bij zunrstofafsluiting vonden zij voldoenden groet,
| maar alleen in cultures in vlocibarc media, Op een
vasten cultuurbodem kwam vietz op; maar lieten ze na
3, 6 of zelfs 28 dagen de lucht in de gernmbuigjes toe-
treden, dan begon de enlluur zich nog te ontwikkelen.
Zij nemen aan, dat onder deze omstandigheden het virus
niet afsterft , maar latent blijls, omdal zij meestal zagen,
dat de kolonies bij toctreding der lucht weer opschoten.
' Wanneer zij reedg flink opgekomen colfures op

LoprrLERson  serum, gedurende 8— L0 dagen onder de
klok van Bueaner plaatsten, constateerden zij een sterke
verzwakking der virulentie, waarschijnlijlk hot gevolg
van het afsterven van een groot gedeelte der hacillen.

Deze virulentieafname was echter niet duunrzaam, na

enkele dagen aan de lucht gestaan te hebben, waren

de eultures weer even virulent als vioeger.

Dr. vay puN BRrINE, ") wicns onderzoekingen in hel

1y J. A. vax DEN Brisk. Bijjdrage tot de kennis van de werking
van het diphtherieferment. Proefsehrift. Utrecht 1890.




pathologisch laboratorium alhier ‘.,-‘li—.‘-rrif.:h'l‘, in 1890 ver-
schenen, kon de resultaten van Roux en YERSIN
omtbrent reactieverandering der diphtherie-bouilloneultures
cn omtront den invleed der reactie op de githtigheid
geheel Devestigen.

Len hoogst gowichtige studie, vooral voor de kenmis
van hel diphlheriegil, leverde in 1892 GuinocHeT Y.
Zooals reeds door v'Esping en de Mariavao was zedaan,
kweekte hij den bacil in urine, maar hij namn daarvoor

volkomen eiwibvrije urine. ten mingte een zoodanige,

waarin alle gewone elwitreacties negatief uitvielen.

Hij toonde aan, dat ook in dergelijke urine diphtheriegif
geproduceerd werd. En wal vooral van gewicht is, hij

vond dat, evenals bij bouillon, de urine, die cerst alka-

lisch was, zuur werd en later weer alkalisch, en dal ze
alleen dan toxigeh wasz, wanneer ze voor de btweeile
maal alkalisch reageerde. IIij gebruikte wvoor deze
proeven de urines van vier normale personcn.

In hel uitgebreide werk van EscduricH *) over astio-
logic en pathogenese der diphtherie zegt deze, door zijn
studies over diphtherie algemeen bekende onderzoeker,
dat hij de zure reactie in zijn bouilloncultures dikwijls
reeds na 30 uur zag ontstaan, maar meestal was ze den
derden dag duidelijk aan e foonen en nam in do
volgende dagen nog in intensiteit tos. De omslag in de
alkalische reactie trad bij hem op zijn vroezst op:

N Gomevocarr.  Conlribution i Pétude de la toxine du hacille de Ia
diphtérie.  Archiv. de médéeine ¢xperim. et d’anat. patholog. T. LV.
1892, p. 437,

) Escuprrci,  Aetiologie und Pathogenese der epidemischen Diph-
therie. 1. Der Diphtheriebacillus A. HéLper. Wien. 1894
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7 weken na de enting; in het grootste géml der in die
richting onderzochte culturcs echter pas in de 34 of
Ate maand, De alkalische reactic bleef dus bij hem veel
langer uit daw bij Roux en Yomsiy, want, hoswel deze
laatsten nict direct aangeven, wauneer bij hen de
omkeer der reactie plaats greep, valt toch wit hunne
opgaven af te leiden, zooals Escnewice opmerkl, dag hun
houillon na 23—42 dagen weer alkalisch was geworden.

De omkeer bleef ook bij Escummren uwil, wanneer de
bonilloncultunr van de Ilucht was afgesloten. Za ftrad
veel sneller in (reeds op den 5% dag), wanneer eht
werd doorgeleid, zooals dit door middel van de door
FranpacHE aangegeven ballons mogelifk is.  Was er
slycerine in den houillon, dan bleef de omslag in de
alkalische reactle cok uit,

Hij gebruikte bouillon bestaande uit: vieeschinfuus
met pepton 1Y%,, keukenzout 0,5°%, en met of zonder
druivensuiker, wanb, zogt Lij, druivensuiker wordt door
den bacil niet in merkbarc mate omgezet en heeft, aan
den voedingshodem toegevosgd, zeen invlioed op den groel.

Den groei in bounillon beschrijft hij alg ZArNmxo, maar
merkt op, dat niet alleen de soort van bouillon, maar
ook de hoedanigheid en de reactie van den voedings-
bodem on het vegetativvermogen van de culluar daarop
wel van invioed zijn.

Isirriwgky ) wil zich over groei en reaclieverandering

van diphtherie-bouillonculbures aldus: ,La culture sur

1y MUe P. Tsrkurvskyv. La diphthérie. Etat actuel de nos connais-
sinecs bactérioloiques. Revne oéndrale des seisnees pures eb ap yindes.
= £ ] 1
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bouwillonn offre un aspecl spécifique: le liguide reste
clair, landig gqua la surface apparait un voile gui se
colle aux parois: ce voile et formé de bacilles diphibé-
riques enchevérrés. Si lon abandonne la culture &
elle-méme, le milieu devient acide an boub de L5 jours
4 peu prés: apres quoi il redevient alealin.™

Kuprianow, ) die In hel vorige jaar in het laborato-
rium van Lowrrier een onderzook verrichtie over lnmu-
niteit. bij diphtherie, ondervond ook de moeielijkheid
verbonden aan het berelden van een diphtheriegif van
constaunite sterkie, dat hij noodig had, om de immuni-
seerende kracht van bloedserum te bepalen.

Hij onderzocht de giftigheid van cultures in pepton-
bouillon (aldus samengesteld: bounillon 100, pepton 1.0,
keukenzout (,5. met carbon. natric. zwak alkalisch
gemaaket) 2, 4 en 6 maanden na de enfing. Het filtraat
van de 2 maanden oude cultuur deodde, in een hoeveesl-
heid van 1 em?® bij een cavia van 180 grm. ingespoten,
dit dier nict. Er ontstond alieen licht oedeem op de
plaats van injectie en later necrose.

Het filtraat van de 4 maanden oude cultuur wag nog
gwakker en dat van 6 maanden zells zdd zwak , daf het
in de hoeveelheid van 5 em® niéf in staat was ecn cavia
fie dooden. Hij kon dus op deze manier geen gif
verkrijgen, dat sterk genoceg was voor zijn doel

Ongeveer even ontmoedigende resultaten, wat gifpro-

ductie aangaat, wverkreeg hij door filtratic van 6 en 8

5 1 Kwertaxow. Experimentelle Beitrage sur Frage der Tmmunitiit
bel Diphtherie. Centralblatt f. Bacteriol. u. Parasitenk. 1894. Bd. XVL
Ne, 10/11.




16

weken oude eultures in bloedserum, naar een door hem
sangegeven methode,

Op voorstel van LowrrrLer nam hij daarom de volgende
proeven, Hij maakte pepton-bouillon vrij sferk alkalisch
met kaliloog, voegde nu aan gelijke gedeelten van dezen
bonillon normaal zoutzuur boe in de hoeveelbeden van
10, 20, 30, en 40 em?® pro liter. terwijl hij bij één ge-
deelte niels deed. Op deze wijze verkreeg hij dus &
verschillende bouillons. De boulllon, waaraan geen zZout-
Zuur was toegevoesd, reageerde vrij sterk alkalisch, die
waaraan 10° . was tocgovoogd, neutraal, de overige meer
of minder zuur voor lakmoespapier, Al deze proeven
werden met dezelfde diphtheriebacillen geént. Ze tierden
hel. besl in die mes 10 %,
met 20°%,,

die met 30°%,, en 40°%,, slechts zeer zwakken groei

zoutzuur, voldoende in die

zoutzuur en in die zonder zoutzuur, tersvijl

vertoonden. Het filtraat van de eultuur m bouillon met
10 "y zoutzuur had na 2 weken zoo sferke toxicitell,
dat 0,16 de dosis letalis minima pro kilo cavia vormde.
Het filtraat der 8 weken oude bouilloncultuur mebt 20 ¢/,
zoutzuur had slechts een zeer geringe toxiciteit. Daalr-
entegen was het filfraat der 3 weken oude cultunr,
waaraan geen zoutzuur was toegevoegd , zoo sterk giftig
dat 0,01 em® een cavia van 500 grm. in 2-3 dagen
doodde, dug mingtens 8 malen sterker dan het filtraat
van den bouillon met 10 %, Znutzur ; het was bijna
even sterk als con 2 dagen oude levende cultuur.

De proeven mel 309, zoutzuur werdewn niet op hare
eifproductic onderzochs.,

Merkwaardlg is hel [eit, dat de slerkste gifproduclie

niet had plaats gegropen in den bouillon, waarin de




ghterkste oroel was., De schrijver zegt dan ook: ,Nach
den vorstechenden Versuchen hat og den Anschein, als
ob, abgesehen von der Virulenz der Kultur, der Grad
der Alkalescenz der Bouillon das ausschlageebende
Moment bei der Giftbildung sei”

Toen hij veor een latcre proef weer cen sterkwerkend
gif noodig had, nam hij dus ecn, nauwkeurig als de
bovenbeschreoven vervaardieden, peptonbouillon , dien hij
ovenzoo met kaliloog alkalisch maalkte, maar tegen alle
verwachting verkreeg hij toen cen veel zwakker gif.
Hij had het dus nog lang niet in de hand. Intusschen
leverde hem een, met carbonag nalricus zwak gealkali-
seetde , peptonbouillon, weer cen zeer werkzaam. gif,

Verdere studies over gifproductie in houillon, schijng
Kuprianow , daar het met zijn onderzoek niet in direct
verband stond, nisl gemaakt te hobben.

Als eon doorslaand bewljs van dc onbekendhbeid ,
waarin men verkeert omtrenlt de voorwaarden. onder
welke de haecil zijn git produccert en men het kan ver-
krijgen, en het, nit die onbekendheid voorfispuitende, sterk
uiteenloopen van de meeoningen der onderzoekers, wil ik
hier de opvatting van SCHEURLEN Weergeven, zooals hij die
onlangs heett bekend gemaakt in cen referaat van zijne
hand in het Cenbralblatt fur die medicinischen Wissen-
schaften Y. Hij zegt daar: ,Die Darstellung des Diph-

theriegiftes, das zur moglichst starken Schutzimplung

1y Bemeoruen.  Centralblatt f. die med. Wisscnschaften. 1895, N@. 5.
blz. 78. Ref.: Sur Ja sérumthérapie au nom d'mme Commission Com-
posée de M. M. BercrroN, Capmr DR GasstocorRr, PROUST ef BIRAUSS
rapporteur. Bullet. de Vacad. de med. Paris. 1894 NU 42 en Te
Progres médic. 1894, No. 42

Lo
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gebraucht wird, geschicht auf die Weige, dass man
cine 24 sbindize Diphtherie-kolonie in cinen Kolben mit
alkalischer Peptonbouillon bringt, und dann dic Kolben
in den Brulofen stellt; dieselben sind seitlich nit einem
Glasrohr versehen, das eine dauernde Lufteireulation
ermiglicht.  (Diese seilliche Rolre ist wicht withig; die
Lufteircutation hat awf die Giftbildung leinen Einflutss;
es ist v néthig, die Kolben so lange wm Brutofern 2
lassen., bis die Reaclion dentlich wund dawernd sauer
geworden ist, was in 3- 6 Wochen gesc}z.e?z:r_a?'o ist. Lief)
y g dieses Giftes et gin 500 g. schweres Meer-
schweinchen in 24 Stunden.”

Volgens ScusvrLuN is dus julst cen zure reactic van
de vlceistof noodig, om cen hoogen graad van oilfigheid
te wverkrijgen.

Bindelijk rest mij nog te vermelden, wat n de
vorgchillende hand- en leerboeken der bacteriologie , die
ik heb kunnen raadplegen, over die questic gezegd
wordt, Men vindt ze in het geheel niet aangeroerd ,
zooals bij GUNTHER, ') FRALNKET €0 PruirFER , %) of wel,
men spreekt - alleen met enkele woorden van de door
Roux en Yersin ontdekte reactieverandering als van
een  constant optredend verschijneel Dbij diphtherie-
woullloneultures, %oo: Hem, %) CorNIL et BagEes, ¥

1 C. Ginrusr. Dinfithrong in das Studium der Bakteriologie.
Teiprig. G. Tummvs, 1891

2) (0. Friivgen und R. Prerercr.  Mikrophotographischer Atlas der
Pakterienkunde. Berlin. A, HIRSCHWATD, 1892,

9) L. Hem. Lebrbuch der bakteriologischen Untersuchung und
Diagnostik. Stuttgart. . Enxg, 1894

) Corvin et Bases. Les bactéries. Paris. T, Avcan. 1890. Ed. 3e.
T. 1L
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Mact, ) Worrz. *) De groel in bouillon wordt ook beschre-
ven als een troebelheid, die echter weldra overgaat in de
vorming van een kruimelig praecipitaat op den bodein,
terwijl de bovenstaande vlocistof helder wordt en blijft.
Ileiw schrijfc dit laatste toc aan het ontbreken der
cigen beweging van den diphtheriebacil.

Ziedaar alles wal ik, met betrckking tot de gitpro-
ductie in diphtherie-bouillencultures, wit de uitgebreide
litteratunr over de bacteriologie der diphtheric heb
kunnen verzamelen.

Alle onderzockers zijn dus cw'ertuigdf van de reactie-
verandering van diphtherie-bonilloncultures en van den
grooten invleed van de reactie van het filtraat op zijn
oiftige werking.

Bij de fabricatic van antidiphtherisch genees-serum,
oelifk die te Hochst, Berliin en andere plaatsen op
sroote schaal geschiedt, schijnen verschillende methoden
oobruikt te worden. Nadere bijzonderheden daaromtrent
zijn mij evenwel niet bekend. Te oordeclen naar de
maximale slerkte wvan het anfidiphtherisch serntmn, dag
de fabricken van Mmigrpr LUcIUS en SCHERING in den
handel brengen, ondervindt men daar bij de gilproductie
blijkbaar nog moeiclijkheden.

Indien althans daar constanb sterk vergif werd ver-
kregen zou de maximumsterkte stellig reeds meer dan
200 eenheden BruriNG-EgrLIcH bedragen.

1) Macf. Traité pratique de baetériologie. FParis. BATIIIERE et
Frrs, 1892, Fd. 2e.
2) Wortz  Préeis de bactériologie clinique. Paris. G. Masson. 1895.




HOODSTUK L1

Proeven over de reactieverandering van diph-
therie-bouilloncultures.

Zooals reeds in de inleiding ig vermeld, had prof.
SproNck in strijd met alle, in het vorige heoofdstuk
genoemde onderzoekers, waargenomen, dat zijne aanvan-
kelijk zwak alkalische bouillloncultures lang niet constant
na eenigen tijd een zure reacltie hadden aangenomen.
Het was dus voor mij in de eerste plaats aangewczen
de reactie van eenige bouillons, waarin diphtheriebacillen
werden gekweekt, nauwkeurig na te gaan. Ik nam
daartoe een drietal in het laboratoriwm aanwezige bouil-
lons, allen uit kalfvleesch vervaardigd volgens hetzelfde
hier gebruikelijke procédé, maar op verschillends tijden.

Ze bestonden uit kalfsvleeschinfuus van 1 deel vlcoseh
op 2 deelen water, waaraan was toegevoegd 1°/
pepton Witte en 0,5°, keukenzout, terwijl de reactie
zwak alkalisch was gemaakt et carbonas natricus.

De rcactichepaling geschiedde in alle volazende proeven
door met een vooraf gesloeide platinanaald esen drupje
viopistol uit het buisje le nemen en dab te brengen op
ecn  lakmoespapiertje. Zoodoende kon men hetzelfde
buigje herhaalde malen onderzoeken zonder dat daardoor
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ooit verontreiniging der cultuur iz voorgekomen. Was
de wattenprop reeds meerdere malen afeenomen, om de
reactic te bepalon, en constateerde men daarna plotseling
een  verandering van de veactic, dan werd regelinalig
uiteezaaid, om de remheid van de cultuur met zekerheid
vast te stcllen.

In alle volgende proeven werden de cultures gekweekl

bij 85°—36° C.

Ik bezigde drie exemplaren van diph-
therichacillen, die in het laboratorivin asnwezig waren
en waarmede men bij eavia’s procven had verricht, om
na te gaan, ol zij geschikt waren voor gilproduclie.
Daarbij] was gebleken, dat 0,1 em?® van een 24-uren
oude bouilloneultuur, onder de huid gespoten, cavia’s
van 200—300 grm. hinncn circa 24 urcn dooddc.

Het zij hier nog vermeld, dat het filtraat van de 17
dagcn  oude cultuur, waarcver in  de inleiding is
gegproken, en dat een giftisheid bezat 5 malen sterker
dan het normaalgit van Brmrine (1894), duidelijlc alka-
lisch reageerde. Indien er dus een zure reactie bhad
begtaan, was deze relatief van korten duur geweest,
want de onderzoekers, die een hepaalden tijd aangeven
na verloop van welken bij hen de zure reactie weder
verdween, met name Rovx en YERSIN on KscHERICH,
konden geen van allen na een zoo korten tijd den
omslag in de alkalische reactie constaleeren. Bij laler
onderzoek echter van denzelfden bouillon bleek, dat er
feitelijk in het geheel ge-en zure reactie volgde, wanneer
diphtheriebacillen, uit peeudo-membranen van verschil-
lende diphtherielijders aeizsoleerd , dagrin waren uitgezaaid.

Ik zal nu in de volgende procven de resultaten ver-
melden , die ik verkreeg bij nauwkeurige hepaling der




22

reactie in het drietal kalfsvieesch-bouillons, die in het
laboratorium aanwezig waren,

Progf 1.

Eene serie buigjes, die elk 10 em?® van een dier
bouillons bevatten, werden na zorgvuldige sterilisatic en
contrdle op hun gteriliteit, gefnt mel denzellden bacil,
waarmede de bovengenocmde hooge giftproductie ver-
kregen was (in het laboraborium geclassificeerd als
diphtherisbacil n° 101). Om de 2 a 3 uur werd de
reactie bepaald. Na 7 uur was deze amphoteer, na
20 uur duidelijk zuur, dit bleef zoo gedurende bijna
3 dagen, toen werd ze weer zwak zuur, amphoteer;
om den 4% dag na de enting weer duidelijk alkalisch
te worden. Gedurende de volgende 21 dagen bleef de
reactie, dagelilks opgenomen, dezelfide, werd eer nog
sterker alkalizch,

10 uren na de enting was de bouillon recds licht
troebel en werd dit gaandeweg al meer; Loen echter de
zure reactie optrad, scheen de groei niet voort (e gaan,
langzamerhand zonken de bacterién op den bodem,
vormden daar een korrelig praecipitaat en de boven-
staande vloeistof werd weer helder. Dit duurde totdat
de reactie alkalisech werd, waarbij in korten tijd dec
geheele vioeistof intensief troebel werd, zij bleel dit nu
sedurende veorscheidene dagen; langzamcerhand klaarde
7ze van boven af aam weer op, terwijl zich een volu-
mineus, vlokkig praccipitaat op den bodem verzamelde.

Op deze wijze van groei, die ik, in overeenkomstige
bouillons, bij al mijne proeven heh waargenomen, wensch
ik later nog terug te komen.
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Proef I

Een cultuur van diphtheriebacil 101, in een andere
voorhanden kalfsvlceschbouillon, die, evenals de vorige,
pemaakt was volgens het hier gebruikelijke procédé,
dat ik heb bese[u‘ev&u, werd gedurende 21 dagen evenals
de wvorige op hare reactie onderzocht, Tot mijne ver-
rassing werd deze echter heelemaal niet zuur, de alka-
lische Tteactie bleef steeds duidelijk, nam zelfs in de
laatste dagen eenigszins in intensiteid toc. De groei in
dezen bonillon was een voldoende. Reeds na 9 uur was
de bouillon licht troebel cn den volgenden dag intensief;
dit bleef aldus gedurende ongeveer 12 dagen, tocn
klaarde hij langzamerhand op en na 3 weken wasg er
een skerk, vlekkig praecipitaat op den bodem, dat door
licht schudden van hot buisje opdwarrelde en de vloei-
gtof troebel maalkte.

Tlet alkalisch blijven van dien bouillon was geenszins
een gevole van verontreiniging met andere bacberién.
Controle-uitzaalineen lieten omtrent de zuiverheid der
cultuur geen twijfel over.

Daar alle onderzockers alg een kenmerkende eigen-
schap van den bacil beschrijven, dat hij de bouillon-
cultures na eenigen tijil zunr doet worden, had ik hier
dus een geheel afwijkend resultaat verkregen, dab tot
verder onderzoek aanspoorde.

Proef 111

Ik hepaalde weder de reactic van sen cultuur van
denzelfden bacil 101 in een derden kalfsvlcoschbouillon,
Deze cultuur wag den volgenden dag duidelijk zuur,
bleef dit godurende 11 dagen en werd toen weer alka-




lisch, De groel kwam geheel overeen et den in den
cersten bouillon beschrevenen: zoolang de reactie zuur
bleel, was er een korrelig praecipitast op den bodem
met een heldere, bovenstaande vloeistof; zoodra de alka-
lische reactie intrad, werd deze weer troebel.

Daar nu de nadeeligce inviced wan het zuur op de
giftigheid van het filtraat bekend iz en een sterke gift-
productic wag geconstateerd in een cultuur, dic steeds
alkalisch bleel, lag hel voor de hand de sterke gzillige
werking met het ontbreken der zure reactie in verband
te brengen. Ilet was dus aangewezen te trachten de
corzaak te wvinden van die gewoonlijk voorkomende
reactieverandering ; aldus zou men de afwijkende resul-
taten bij mijn preeven verkregen kunnen verklaren
en zou men in staal zijjn willekeurig bouillons te ver-
vaardigen, die steeds alkalisch bleven of zuur werden,
Tn dergelijke verschillende bouillonsoorten zou men dan
de gifproductie kunnen bestudeeren.

Alle in de vorige proeven onderzochte cultures waren
met denzelfden bacil geént, ze hadden onder zooveel
mogelijk identische cmstandigheden verkeerd, watl tem-
peratuur, vorm en vulling der buigjos aangaat. Men
moest dug wel in de eerste plaabs in de samenstelling
van den houillon de oorzaak zoeken van het al of niet
optreden der zure reactie. Hoewel nu altijd nauwkeurig
dezelfde methode gevolad word bij de vervaardiging van
dien voedinggbodem, is toch de samengtelling der daarbij
ochruikte ingrediénten, speciaal van het vleesch, te
wisselend, om hbouillons met een constant gehalte aan
verschillende stoffen te doen verkrijgen.

Op deze inconstante sgamenstelling van den bouilon is




dan ook inderdaad recds meermalen gewezen, echber
juist niet direct met het ocog op diphthericcultures.

Door de onderzoekingen van Purrusceiy 1) vooral had
men verschillende bacterién leercn kennen, die door hom
in lakmocsmelle gekweekt, duidelijk zuur produceerden
en andere, die daarentegen alkali vormden. Onder de
guurvormers behoorden o. a. bacillus typhi abdom, bacillus
pneumonieus Fricdlander , bacillus coli communis, bacillus
prodigiosus.

Vony SoumARUea ?) verrichtte in 1892 een dergelijk
onderzook; hij verkreeg echter bij dezelfde wicroben
resultaten, die soms lijnrecht stonden togenover die
van PETRUSCHREY.

Zoo waren bac. typhi abdom , bae. pneumonicus Fried-
lander. bae. coli communis, bij hem alkalivormers.

Vor Soavanrvaa gebruikte voor deze proeven bounillon
otmaalkt uit 1 kilo vleesch pro liter met 1 %/, pepton en
0,5/, keukenzout. Juist aan dit verschil in samenstelling
van zijn voedingsbodem met dien van PRTRUSCHKY
schriift hij do sterk afwijkende resultaten toe. Hij wijst
er vooral op, dat in den voedingsbodem van dezen laatsten
melksuiker voorkomt en zegt: ,So gut o8 nun bekannt
igt, dasg manche Bacterien eine Zuckerart oder minde-
steng das bis zu einem gewisgen Grade sich ahnlich ver-

haltende Glycerin zu ihrer Ern#hrung geradesu hedirfen, -

1) PerruscEKY. Bakterio-chemische Untersnchungen. Centralblatt. 1.
Bakteriol. u. Parasitenk. 1889, Bd. VL & 623 u. 657. 1890. Bd. VIL
Bk o 49

7) Von Soumarvca. Usber Stoffwechselproducte von Mikroorga-
nismen. T Mittheil. Zeitschrifl £ Hygiene u. Infectionskrankheiten. 1892.
Bd. XTI 8, 275.
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g0 izt es micht zu bezweifeln, dass andere Arten den
Zucker, ohne ihn gorade zu bedtrfen, doch zu zersetzen im
Siande sind”, ScuarpiveEr, NENCKI, BISCHLER, BLACHSTEIN,
Bournoux en vele andere onderzoekers hebben dan ook
die omzetting van glucose en anderc suikers in zuur,
speciaal melkzuur, zien plaats orijpen onder invloed
ran veorschillende bacberiém.

Hen interessant onderzosk over deze (uestie, mel
betrekking op hae. typhi abdom. en bac. coli comnmun.
deelde Parg ') mede. Hij vermeldt vooreerst de zeer
uiteenloopende meeningen over heb al of niet zuur wor-
den van typhusculturcs In geneutralizeerden boulillon
en de onderscheiding, die gommigen hebben willen maken
door middel van deze cigenschap tusschen den typhus-
bacil en den hac. coll communis.

De olkander tegensprekende resultaten, die hij daarbi
aanhaall, 7ijn volgens hem. ook vooral te verklaren uib de
verschillende samenstelling der gebruikte voedingsmedia.

De bouillons bevalben, behalve gecompliceerde N-hou-
dende verbindingen, ook stoffen tot de groep der kool-
hydraten behoorende, dic 16t altijd dezellde kunnen
zijn, maar veranderen met den toestand van verschheid
van het vieesch of met de wijze van bereiding. Men kun
er namelijk in aantreffen: glycogeed , glucose en melkzuur.
Afhankelijk van het corspronkelijk gehalte aan glycogeen
in de spioren van het dier bij den dood en van omstan-
digheden, die in het vleesch na den dood een omzetting

in glucose en vorder in andere producten, yoornamelijk

1y Pipf. Contribution & la biologie du bacterium eoli commune et
du bacille typhique. Ann. de U'Inst. Past. n 7 1892.
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melkzuur, hebben kunnen veroorzaken, is het gehalte
aan glyeogeen, ghicose of melkzuur in het vleesch zoer
wigselend.

Prrf nu maakte oplossingen van eiwitachtige lichamen,
voegde daaraan verschillende zouten tog en kreeg aldus
voedingsmedia , die geen koolhyydraten bevation en waarin
beide bacterién, bae. typhi abdom. en bact. coli comm. ,
goed groeiden. Beide vormden, als alle bacterién , die de
eiwitachtige stoffon ontbinden, ammoniak en maakten
700 het enltuurmedium alkalisch, eerst echter was er
altijd voor beiden een korte periode van acidileit. Maar
in houllon (gemaaks uit gelijke deelen vieoseh en water)
was deze aciditeit voel sterker, Men mag dius aannemen,
dat in bouillon hel zuur nieb geheel afkomstig is van de
eiwitachtige stoffen, maar voor een groot deel van kool-
hydraten. Is dit juist, zoo redeneerde Piri, dan moeb
men ook uit vicesch, naar gelang hel korfer of langer
hewaard is, en er dus meer of minder glucose in aan-
werzig i, bouillons kunnen verkrijgen, die verschillende
qciditeit of zelfs in hot geheel geen aciditeit vertoonen.
Die conclusie bleek juist bte zijn. Hij nam een yersch
stuk rundvleesch, bewaarde het bij 10° —13° en maakle
op verschillende tijden door hetzelfde procédé daarvan
bouillons. In den van verseh vlecsch bereiden bouillon
produceerde zoowel de bac. typhi als de bac. coll comm.
suur. Was het vleesch daarentegen 40 tot 48 uren bij
genoemde temperatuur bewaard, dan brachten in de
daaruit bereide bouillons de genoemde bacterién bij hun
groel geen zuur voort.

De hovengemelde clkander tegensprekende resultaten
werden aldus door Phrg voldcende verklaard. Alles




hangt af van de voorwaarden, waaronder de proef ge-
gchicdt on die voorwaarden zijn niet voldoende aange-
duid , wannesr men alleen zegl, dat men in bhonillon
cultiveert. Dat zooveel gebruikte vosdingsmedinm heeft
een te sterk variéerende samenstelling, o zonder wmeer
voor de studie van de functies der mieroben fie kunnen
dienen.

Ook Pawg, ) die opmerkte dat hact. coli commune ook
gas ontwikkelt in gewonen boulllon, zonder toevoeging

3
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van glucose, wijst er op, dat dergelijke bouillon toch
reeds een zekere hoeveelheid glucose bevab, afkomstig
uit het wvleesch; hij bepaalde die hoeveslheid uil de
pagsontwikkeling in de cultures en vond dai ze variéerde
van (L05—0,1 op 100 deeclen bouillon.

Het lag derhalve voor de hand te onderstellen, dag
ook bij het zuur worden van met den diphtheriebacil
bezaaiden bouillon , koolhydraten een rol spelen. Te meer .
waar zG0 1n het oog springende verschillen werden
waargenomen, gelijk die boven bij bouillons, schijubaar
van gelijke samenstelleng, door mij zijn beschreven,

Daar nun evenwel EscHerion %) heelt beweerd, dat
druivensuiker niet in merkbare mate door den bacil wordt
omgezet , scheen het wenschelijk eenige proeven te ver-
richten om Hscmmrion’'s onderzoekingen te controlesren.
Ik deed dal door aan een houillon, die gebleken was
alkalisch te blijven, druivensuiker toe te voegen.

") Pane. Sulla diversa guantila di glucosio che si trova nel brodo
in rapporto al diverso grado di fermentazione di aleuni batteri. Rivista
clinica - & flerapeutica 1892, p. 577, Referaat in Baumgarten’s Jahres-
bericht 1892, p. 462, :

2) Esormricr. 1 e
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Proef IV,

FEen vrij groote hoeveelheid van den bouillon in proef I

onderzocht, die dus door den diphtheriebacil niet zuur
gemaakt werd, was nog in het laboratorium aanwezig,

Met dien bouillon werden 5 kolven, van denzelfden
yorm en gelijke grootte, gevuld, Tedere kolf bevatle
200 cm?; in clke van deze werd nu cen verschillende
hoeveellieid glueose opgelost, zoodal men verkrecg:

Kolf A. mot 0,2 mgrm. glucose = 0,0001 /.

Kolf B. met 1 megrm. glucose — 0,0005 °/_.

Kolf C. met 2 mgrm. glucose = 0,001 %/,

Kolf D, met 20 mgrm. glucose = 0,01 °/,.

Kolf B. met 200 mgrm. glucose = 0,1 °/_.

Uit ledere kolf werden 3 buwgjes zevuld, slk met
ongeveer 10 cm?®

De kolven zouden dienen, om later gefiltroerd te
worden tot onderzoek van de toxiciteit, terwijl dc
buigjes gebruikt werden om de reactie na le gaan.

Nadat de bouillong in de kolven en buisjes zorgvuldig
gesteriliseerd en geconbrdlesrd waren, werden ze geént
met diphtheriebaeil LOL uit een 3-dagen oude, alkalische
houilloncultuur,

Alle cultures warcn den volgenden dag reeds duidelijk
troebel. Die l[roebelheid nam in de cerste dagen nog
toe en bleef toen stationnair. Verschil in groel tusschen
de verschillende bouillonsoorten was niet op te merken.

De reactie in de buigjes werd bepaald eenige urcn na
fle enting, den wvolgenden dag 2 malen en verder dage-

lijks ¢énmaal. De waarneming duurde 19 dagen.

Alle bouillonsourten nu bleven alkalisch; ook de kolven
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werden  onderzochi en eveneeng alkalisch gevonden.
1 Toch was er een opmerkelijk verschil in de intensiteit
der reactie. Den 84 dag bleek reeds duidelijk, dat de
alkaliciteit van den bouillon met 0,1/ glucose zwalklker
was geworden. Den volzgenden dag was dat verschil
nog duidelijker en men kon {oen, door snel achter
elkaar met de platinanaald een weinig van de verschil-
lende bouillons op hetzelfde lakmoecspapiortje te brengen .,
een in intengiceit van kleur aldalende reeks viekjes ver-
krijgen, waarbij bleek, dat de bouillons mect 0,0001 7/,
“ 0,0005°/_ en 0,001°/_ het sterkst alkalisch, die met 0,01°/
(i zwakker en die met 0,1°% verreweg het zwakst alkalisch
waren. :

Gedurende 5 dagen ongeveer bleet de alealiciteit in den
bouillon met 0,1 °/, duidelijk zwakker dan in ide overige.
gelijlk en nam in

Na dien tijd werd ze in alle buisjes
het algemeen een weinig foe.

Uit dit resultaat kon men dus afleiden, dat de bacil
n® 101 in bouillons mel hosveelhaden glucose van 0,1 °/
en minder, niet in staat wag een zurc reactie te
voorgchijn te' roepen, maar er werd blijkbaar toch
zuar geproduceerd, kenbaar aan de afname in intensiteic
der oorgpronkelijke, alkalische reactie: de hoeveelheld
zuur was echter niet voldoende om die te neutraliseeren.

Het scheen dus wenschelijk de proef te herhalen met
denzelfden  bouillon, waaraan grootere hoeveelheden

suiker waren toegevoegd.
Proef V.

Mot denzelfden bouillon, waarin, zooals gezegd, bacil
n®, 101 geen zuur vormde, werden weer 5 kolven gevuld,




4 er van elk met 200 em® en 1 met 100 em?, wijl
de voorraad bouillon wag uitgeput. De volgende hoeveel-
heden suiker werden aan elke kolf' toegevoegd:

Kolf A. 400 mgrm. glucose — 0,2 °/..
Roll B. 800 mgrm. glucose = 0,4 /..
Kolf C. 1200 mgrm. glueose — 0,6 °/,.
Kolf D. 1600 mgrm, glucoge = 4,8 %/
Kolf E. 1000 mgrm. glucose — 1% .

Uil elke kolf werden weer drie busjes gevuld met
ongev. 10 em?® Twee van clke serie dienden voor de
reactiebepaling der diphtheriecultures; in éen werd een
peseudo-diphtheriebacil geént, waarop ik later zal Lerug-
komeun.

De enting der kolven en buigjes geschicdde 14 Februari,
10,80 v.m. met baeil n" 101, wit een 8-dagen oudo,
alkalische bouilloncultuur. 4,30 n. m. waren alle buigjes
nog alkaliseh. Den volgende dag, 10,80 v.m., dus na
24 uur, waren alle duidelijk zuur. Deze zure reaclie
bleef nn bestaan, werd zelfs in de cersto dagen nog
wat ‘sterker. De proel met de huisjes werd voortgezet
gedurende 74 dagen, van 14 Tebruari tot 29 April. Op
23 Maart kwamen bij enting uit den bouillon met 0,2/
glucose op glycerineagar nog enkele diphtheriekolonies op.
Hoewel de bouillon in de buigjes door uitdroging tot
ongeveer !/, van zijn corspronkelijk volumen was ge-
slonken en de bacillen 36 dagen in een vrij intensief zure
vlocistof hadden verkeerd, bleken ze dus nog niet afge-
storven te zijn. Op 18 April echter kwam bij herha-
ling van de uitzaaiing op glycerineagar en op serum

niets meer op. Ook in de andere bouillons waren de
bacillen tocn afeostorven.




De kolven werden na 19 dagen gefiltreerd. Al die
bouillons reageerden ook zuur, behalve die met 0,2 °/,
glucose; deze was alkalisch geworden, maar bij uitzaaiing
op glycerineagar bleek deze culluur niet zuiver gebleven
te zijn. Ilet microscopisch onderzock der opgekomen,
in het geheel niet op diphtherie gelilkende kolonies
toonde nameolijk enkel coceen aan. De owverige cultures
waren zuiver.

Wat den groei in de buisjes en kolven betreft, deze
kwam vrijwel overeen met de beschrijving, die Zaryiko ")
geoft van den typischen groci in bouillon. Slechits een
kortdurende , spontane troehelheid was er onlstaan, toen,
ongeveer samenvallend met het tijdstip, waarop de zure
reactie intrad, de vlogistof ophelderde en de bacterién
op den bodem zonken. Deze helderheid nu bleefl steeds
bestaan, hoewel het korrelige praecipitaat op den duur
toch ook eenigszing was toegenomen.

Wanneer de buisjes eenigen tijd rustig hadden gestaan,
moest men vrij sterk schudden, om de viecigtof troebel
te maken. Deze troebelheid verdween dan weer lang-
zamerhand.

Ik kan het derhalve niet eens zijn met EscErricm
wanncer hij zegt, dat druivensuiker niet in merkbare
mate door den diphtheriebacil words omgezet.

Daar in de vorige proeven geen omslag van de zure
reactie werd geconstateerd, de culluur of alkalizch hleel,
of zuur werd en bleel, kwam het mij waarschijnlijk
voor, dab ik in de tweede serie (proef V) te veel suiker
had toegevoegd, zoodat de omslag wel zou te voorschijn

1y ZarNixo, L. o
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komen alg ik een quantiteit suiker koos, die inlag
tugschen de hoeveelheid bij proef 1V en die bij proef V
gebezigd.

De volgende proef levert hef bewijs, dat die meening
Juist is,

Proef VI

Een buisje, gevuld met denzelfden houillon, maar
waaraan nu 0,15 %/ glueose was toegevoegd , werd geént
met bacil n® 101 uit de stameultuur. Den wvolgenden
dag was de boullon zuwr, dit bleef aldus gedurende
3 dagen; daarna nam hij langzamerhand weer een
duidelijk  alkalische reactie aan. Gedurende 40 dagen
werd de cultuur nog geobservesrd; maar zij bleef die
reactie behouden., Wel namn de intensiteit der alkalische
reactie toe.

Een bweede huigje mot dengzelfiden bouillon met 0,15°/,
olucoge werd geént met eccn anderen diphtheriebacil,
hekend als n® 102. Deye cultunr was den voleenden
dag "~ amphotcer, den derden dag duidelijk zuur, bleef
dit 4 dagen lang en werd toen weer alkalisch.

0,15°/, glucose was dus ongeveer de juiste hoeveel-
heid, welke een bouillon moest bevatten, wilde men
door den groei van beide gebezigde bacillen daarin
nog een omslag van de zure in de alkalische reaclie le
voorschijn zien komen, namelijk onder de omstan-
digheden, waarin de cultuur van beiden had plaacs
gegrepen.

Gelijk reeds vermeld, hcbben Roux en Ynrsiy het
eerst aangetoond, dat hef ontstaan der alkalische
reactie in diphtherie-bouilloncultures te wijten Is aan

3
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oxydatic der N-houdende stoffen in den bouillon,
voornamelijk  gekenmerkt door hel gevormd worden
van ammonium-magnesiumphosphaat in  de cultures.
Die oxydatie grijpt niet plaats , wanneer de lucht s alge-
sloten, In de corste plaats i1s dus het intreden der alka-
lische reactic alhankelijk van de meerders of mindere
gemalkdkelijkheid, waarmede de lucht kan toetroden: van
het losser of vaster zitten van den wattenprop, van de
dunnerc of dikkere laag, waarin de cultuur staat in de
kolven en buigjes. Verder zijn wellicht van invloed: de
vitaliteit van den bacil en de omstandigheden, die ecn
meerdere of mindere indamping der enltunr kunnen ver-
oorzaken en aldug het zuurgehalte meer of minder kun-
nen doen stijgen. Al die omstandigheden. welke zich
echter onmogelijk geheel laten rogelen, dient men voor
oogen be houden. Ilel is aldus duidelijk, dat 0,15,
glucose nict de abgolute hocveelheid vertogenwoordiet,
welke een bouillon moet bevablen, opdal men daarin
door cultuur van een willekeurigen diphtherichacil den
omslag in de alkalische reactic kunne zien ontstaan.
De groei in de bouillong van proef VI kwam overeen
met de reeds meermalen beschrevene. Naar gelang de
alkalische reactie afnam, kwam de helderheid voor den
dag, terwijl e vloeistof met het afnemen van de znre
roactic hoe langer hoe mecr trochel werd, Deze veran-
dering had geleidelijk plaals. Toch kon men steeds, naar-
gelang men een flink troebele of heldere vleocistof voor
zich  had, reeds dadelijk uit dit aspect een besluil
trekken omtrent de reactie, zonder zich 00it te vergissen;
wanneer men namelijk ook den leeftijd der cultuur in
aanmerking nam , daar steeds alkalisch blijvende cultures
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op den langen dunr eveneens hezinken en helder worden.
Echter vindt men in de alkalische cultuur steeds een
praecipitaal, dat meer viokkig en kleverig is, dan het
fijnkorrelige in cen zure.

Den door ZArNIKO e. a. 413 typisch besehroven groe
heb ik dus ook wel waargenomen, maar alleen in cultu-
res, die zunr werden en bleven.

De meening van Escoorico, dat ook de reactie van
invloed Is op het uiterlijk der bounillonculfures, heb ik dus
bewaarheid govondoen,

De  membraanvoruing aan de opperviakte, zooals
Tsixriwsxy die beschrijft, is mij ook dikwijls voorgoe-
komen, meestal in alkalische cultures, maar zonder
cenige regelmaat; zoo waren in cultures van donzelfden
bacil, in denzellden bouillon , de membranen 1 eens aan-
wezig , dan weer niet. In het algemeen heb ik den indruk
gokregen, dat men zc wel hebt meest vindt bij zeor
weligen 9roei.

Uit de voorgaande proeven blijkt nu ten duidelijkate,
dat” men in een boumillon, waarin de bacil geen zuur
producecrt, do zurc reactie der cultures kan te voorschijn
roepen door er glucose aan foe fe voegen, terwijl de
geproduceerde hocveclheld zuur stijgh evenredig aan hot
gehalte aan glucose. De zure reactie ontstaat dus door
omzobting van glucose in zuur, en dit vermozen hecft de
diphtheriebacil gemeen met vele andere bacterién.

Zooals men zich herinnert, wezen Roux en YERsIN en
Escumrior er op, dab de zure reactie ook intreedt in
bouillen, die elycerine bevat, terwijl ze alsdan zoo sterk
wordt, dat de omslag in de alkalische uwithlijft. De
proeven, die ik hieromtrent genomen heb, zullen laver
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vermeld worden; alleen wil ik er hier aan herinneren,
dat voN SouMARUuGcA ook reeds zegh, dat glycering zich
verhouds als gluéose, in zooverre het ook door de
bacterién in zuur wordt omgezet,

Ik trachtte nu eerst gemakkelilk te bereiden, wloei-
bare woedingsbodems te vinden, die door den hacil
niet zuur gemaakt zouden worden, om aldus de ver-
moedelijk sunstige werking van het alkalisech blijven
der reactic op de giftproductie t¢ kunnen bestudecren
e de wizselvalligheid, die voornamelijk bij de productie
op groote schaal zoo storend is, zoo mogelijk aan
handen te leggen. Een dergelilke, niet zuur wordende
voedingsbodemn zou mij dan ook kunnen dienen woor
verdere proeven omirent dem invloed van glucose en
dien van glycerine.

Op de eerste plaals was het dug noodig, dal een
zoodanize voedingshodem geen zlucose of glveerine be-
vatte, en ten tweede, moesten de bacillen er sterk
genoeg in groeien, om een voldoends toxiciteit van het
fillraat le kunnen verwachlen.

Proef VLI

Het eerst werd beproefd te kweeken i een 1°/,
oplossing van pepton Wilte in gedestilleerd water
waaraan 1°/, keukonzout was toegovoegd, en dic zwak
alkalisch was gemaakt met earb. natricus. Edoch, het
was niet mogelij l{-eenigen merkharen groei der bacillen in

~die vloeistof te verkrijgen, zelfs na herhaalde enting.

De samenstelling werd nu gevaridéerd tot 2 °/, peplon
¥itte met Y. °/ koukenzout, cvencens met ecarb.
Witte met Y, °/  koul t, t carl

natricusg zZwak gealkaliseerd. Deze vloeiglol vertoonde
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den dag na de enting reeds cen lichte troebelheid:
daarin gelukte dus de groei.

Verder werd gebruik gemaakl wvan vergchillende
vleeschextractsoorton, die in den handel voorkomen,
vooral om de gemakkelijkheid, waarmede men met die
stoffen bhouillons kan vervaardigen. Het nadeel, dan
door zeor vele onderzoekers aan die vleeschextractcn
wordb toegeschreven, namelijk dat ze resigtente sporen
bevatten, die slechts door een zeer nauwkeurige sterili-
satie op 2 achtereenvolgende dagen te dooilen zijn, heb
ik nooit ondervonden. De vloeistolfen werden gedurcnde
1 & 1%, wur in hoeveelheden van hoogsteng 200 em?
aan steom van 100° C. blootgesteld, en bleken dan bij
controle steeds steriel te zijn.

Het gelukte mij wvoldoenden groei te verkrijgen in

voedingsbodems van de volgende samenstelling: -

cxtract, carnis LIEBIG 0,5.
pepton Witte 20
aq. destill. 100,0.
extract carnis KeMMBRIOH 0,5.

pepton Witte 2,0,
aq. destill. 100,10,

v

extract. carnis CIBILS 2,0,
peplon Wille 2,
ag. destill, LOD,0,
Allen zwak gealkaliseerd mel carbon. nalricus,
Met elk wvan die vlosistoffen, alsmede met hovenge-
noemds oplogsing van pepton Witte 2°) en keukenzoul
0,5%,, ward nu con kolfie gevuld. Alle kolfjes waren

van dezelfde grootte en gelijken vorm, en bevatten




ieder 200 em®  Ult elke kolf werden 3 huisjes gevuld
met 10 e’

Na sterilisatie en contréle werden 2 buisjes geént

met  diphtherie n°. 101 uit een 3 dagen oude, reeds
gedurende 2 dagen zuur reageerende. bouilloncultuur
(bonillon van procf I). Eén buisje van elk drietal diende
voor cnltuur van een pseudo-diphtheriehacil. Den eersten
flag werd nu meermalen, de volgende 20 dagen dagelijks
| éénmaal de reactie van de cultuur bepaald. Deze werd
steeds alkalisch govonden. LEr was ook geen vermin-
dering van de intensiteit dier reactie te bespeureu; wel
trad er later cen lichte vermeerdering op.
I De groeli vertonde het in proef 11 en proef TV be-
schreven uiterlijk. De troebelheid werd in de cerste
dagen nog wab gterker en bleef foen slationnair; alleen
in de laatste dagen werd de vloeigtol wat helderer,
terwijl het vlokkig praceipitaat op den bodem toendr.

Do wvergelijking van den groei in de verschillende
voedingshodems leverde den dag na de enting het
volgende resultaat: het sterkst troebel was de bouillon
uit, Lommta, dels minder die uil KesmvericH, nog iets
minder die wit Cmims. De oplossing van pepton -}
keukenzout was slechts zeer zwak troebel. Later werd
de groel in KevwerioE icts sterker dan in Liesig cn
Ciius, maar in alle drie was een vrij sterke troebelheid
aanwezig cn ontstond ecn vrij voluminecus praecipitaat.
De oplossing van peplon -+ kKeukenzout werd niet moer
dan licht troebel, helderde vrij spoedig op en verboonde
slechts een gering praecipitaat.

Toen na een paar dagen gebleken was, dat de cultures

in de buisjes alkalisch bleven, worden ook de verschil-




lende kolven geént mel denzelfden bacil, uit een der
buigjes met cultuur in bouillon KeymericE. De groei
was ook in de kolven vrij krachtfig; den volegenden dag
waren alle troebel. Hetzelide verschil als bij de buisjes
was ook hier op te merken: in de oplossing pepton -+
keukenzout sreciden de bacillen niet goced, dasrentegen
werden de Dboulllons Tieeie, Krumprien en Cisirs alle
flink troebel; later gcheen de groci in den bouillon CieiLs

i

iets sterker dan in de andere.

Toen de culturcs 19 dagen oud waren, werden ze
gefiluresrd en de reactic van alle alkalisch bevonden,

Het was mi] aldug gelukt m hovengenocemde vloei-
stoffem, met nitzondering van de pepton-kenkenzout
oplossing, voedingshodems te vinden, die geschikt bleken
voor de cultuur van diphtheriebacilien, terwijl ze door
(leze niet zuur gemaakt werden. Evenwel zij opgemerkt,
dat de groei in die verschillende vlesschextractvlosi-
gtoffen toch altijd iets minder sterk hleek, dan die in
den bouillon wit proel I, welke eenige dagen zuur werd,
dus glucose scheen fte bevatten; enkele buisjes met
dien bouillon gevuld warcn op denzelfden tijd met
denzelfden bacil geént en ter vergelijking naast de
extractbouillons geplaatst. Dit was ook geschied met
cenive huisjes, gevuld met den benillon bij proef II
zebezigd, welke alkalisch blocf; de greei in dezen laatste
wag evenwel altijd lets minder intensief dan in do
vleeschoxtractvlocistoiten,

Door vele onderzoekers ig er dan ook reeds voor
verschillende bacterién op gowezen, dat ze weliger
grocien in suikerhoudenden houillon, dan in bouillon
zonder toevoeging van glucose vervaardigd. Hoewel
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Escagrren 1) dit ontkent, schijnt het dus ook voor den
diphtheriebacillus te gelden.

Zooals men zich herinnert, had Guiwocurr 2 ook In
cultures van den diphtheriebacil in elwitvrije urine
productic van zuur waargenomen. Ilet was na de vor-
kregen resullaten geoorloofd te denken, dat de 4 per-
sonen, waarvan GumooHmr de urines gebruoikte, allen
diabetici waren of een z g. glycosurie alimentaire ver-
toonden, De herhaling zijner proeven scheen dus
wengchelijk.

Reactieverandering van cultures in urine.
Proef VIIL

De urine van een normaal persoon werd met de
meest belkende reacties nauwkeurig onderzocht op elwit
(kookproef, proef van Huier,- van Ilminstos, proef
met salpeterzuur en ferrocyaanlkali) en op glucose (proe-
ven van Moore, Trovwver , Worn- MivLLer en NYLANDER),
maar zaf met geen enkel reagens een positief resultaal.
Deze writte werd licht alkalisch gemaakt met een ver-
zadigde oplogeing van carbon. natricus; de daardoor
sepraceipiteerde phosphaten werden doer filtratie door
gowoon filtreerpapicr verwijderd., Daarna werden reageer-
buigjes, met de urine gevuld, gedurende 1 wur in
stoom van 100° C. gesteriliseerd en loen ze, na 24 uur
ter controle in de broedstoof gestaan te hebben, steriel
sebleken waren, geént met diphtheriebacil n® 102 uit

1) BscaEricH, L e
?) GuINocHET, L e
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stamcultuur. Den volgenden dag was het nog quasstieus of
de cultunr was opgekomen, den 3% dag echfer was de
urine licht trocbel en had zich een gering praccipitaat
op den bodem verzameld ; de troebelheid nam in den loop
van dc volgende dagen niet toe, wel het praecipitaat.

Gedurende 55 dagen voortgezet, werd bij die proef
de reactie stesds alkalisch gevonden. Inm de eerste
dagen was ook geen vermindering van hare oorspron-
kelijke intensiteil te bespeuren; na eenige weken was
ze integendeel duidelijk sterker geworden,

De proef werd nu herhaald met de urines van s
verschillende, normale personen, welke urines even-
eens, volgens de aangegeven reacties, vrij van eiwit en
suiker bleken to zijn. Van elke urine werden 2 buisjes
gevuld , die na sterilisatie en contrdle geént werden met
8 werschillende bacillen, namelijk n° 100, 101 en 102,
Allen kwamen op, behalve één van de met bacil n®, 100
geénte buigjes. In allen bleef de reactie weer alkalisch
gedurende de 40 dagen, die de proef duurde.

Dit resultaat hbevegligde dng onze meening omirent
den invloed der glicose, Hoet moest dan ook mogelijk
ziin de zure reactie te voorschijn te roepen door bij
eenn van de hovenstaande urines glucose te voegen,
of wel door de bacillen le cultiveeren in de urine van

een diabeleslijder. Dat werd gedaan in:

Progf 1.X.

In een der bovengenoemde urines werd na alkalisatie
en filtratie 0,15 °/, glucose opgelost; 4 buisjes werden

er mede gevuld. Na slerilisatie en contrdle werden
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2 buigjes geént met diphtheriebacil n® 100, de 2 anders
met diphtheriebacil n" 101.

Voorts waren 3 buisgjes gevuld mef de urine van een
diabetes-lijder, welke alle reacties op suiker zeer duidelijk
vertoonde, terwijl alle reacties op eiwit negatief uitvielen.
Na alkalisatie, sterilisatie en controle werden deze
buisjos geént met diphtheriebacil n? 102,

Gedurende de eerste dagen was heb quacstieus of de
bacil n° 100 opgekomen wag, en ook laler bleef zijn
eroei altijd slechls zeer zwak. De andere bacillen

9

n°. 101 en n°. 102 kwamen beiden flink op, zelfs scheen
hun groei in suikerhondende wurine krachtiger dan in
suikervrije.

De bepaling der reactic gedurende 40 dagen gal het
volzende resultaat:

In de urine met 0,15°, glucose, gecnt met bacil
n° 100, bleef do reactic steeds alkalisch, werd echler
van den 10%2 fot ongeveer den 205 dag iets minder
sterk.

In de urine met 0,159, gheose, geént mot bacl
n® 101. werd de reactic den volgenden dag minder
sterk alkalisch, den 3% dag amphoteer, den 4% dag
licht zuur, den 5% dag weer amphotecr en bleef nu de
volgende 7 dagen amphoteer, nu eens meer naar den
alkalischen, dan weer meer naar den zuren kant over-
hellende. Na dien, tijd werd ze constant weer licht
alkalisch.

In de diabetesurine, geénl mel bacil n°% 102, was de
roactic den 842 gn 44en dag lichter alkalisch , word verder
zeer licht alkalisch, loen amphoteer, en was na 9 dagen

lcht zuuar. Gedurende 4 dagen bleef ze duidelijk licht
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zuur, werd loen 8 dagen lang amphoteer, en vervolgens
zoer licht en toen licht alkaliseh, welke laatste reactio
ze bleef behouden.

Door den slechten groei van bacil n° 100 swerd er
blijkbaar niet genoeg zuur gevormd, om de porspronke-
lijke, alkalische reactie te neutraliseeren. Deze was
cchter wel gedurcnde conige dagen verminderd, zooals
men gezien heelft.

Het laat intredon der zure reactie, haar lange duur
en goringe intensiteit worden verklaard door den altijd
zwakken groei der bacillen in urine, in vergelijking met
dien in bouillon.

Dit laatste resultaat leverde dus de proef op de som
en is een duidelijk bewijs vour de meening, dab de zure
reactie door de omzotting van glucose wordt veroor-
zaakl; tevens dwingl het ons, om aan te nemen, dat
de wurines van GuivogHET occn dergelijke stof, zeer
waargehijnlijk glucose, bevatuen,

Reactieverandering van glycerinehoudende
bouillons.

Boven ig er rceds op gewezen dat volgens Roux cm
Yrrsm en volgens Escmertem, de infensiteil der zure
reactic in dergelike voedingsbodems eene zoo sterke
wordb, dat de baeillen alsterven en de omslag in de
allkalische reactie uitblijft.

Eveneons heb ik reeds vermeld , dat vox Scaruca )
aly zijne meening mededeelds, dal glycering, evenals

N Yon Sowmmarues 1. c,




glucose, door verschillende bacterién in zuur wordt
omgezet. . In eene later van zijne hand verschenen,
speciaal daarop gerichte onderzoeking, ') nam hij proeyen
omtrent de omuzetting van glyeerine door verschillende
bacterién (echter niet door bacillug diphtheriac) in eenige
voodingsbodems , namel, bouillon, gelatine, agar, allen
melb 59, glycerine. Van de 19 species, dic hij onder-
zocht, produceerden er 16 uit de glycerine zooveel
zuur, dat de cultures een duidelijke, soms con sterk
zure reactie vertoonden. Omtrent den tijd, waarop de
zure reactie mtrad, geeft hij niets aan. Ilij bepaalde
alleen quantitatief het zuurgehalte der cultures, Loen
ze 35 dagen oud waren en vond dit laatste bij dezelide
bacterién veel sterker dan Perrosgey in zijn lakmoes-
melk. ITj gebruikte voor zijn onderzoek gewone
zuivere glycerine uit den handel, en ook chemisch
zuiver glycerinum cristallisatum, doch verkrceg daar-
bij geen verschil in resultaat.

Ik Dbezat nu in de bouillons, vervaardizd unit vleesch-
extract, gesehikte voedingsmedia, om de omzetting van
glycering door den diphtheriebacil na fc zaan, Daar
die vlceigtoffen niet zuur werden, dus geen suiker of
andere dergelijke stoffen bevatten, kon men, wanncer
daarin de reactieverandering inlrad, deze geheel aan de

asanwezigheld van glycerine toeschrijven.

") Von Somumarvuea. Ueber Stoffwechselproducte von Mikroorga-
nismen. U1 Mittheil. Zeitschr. f. Hyglene . Infectionskrankh, Bd., XV.
1893, p. 291




Proef X,

Twee buigjes werdon gevuld met een bouillon , hereid
uit Liebhig’s vleeschextrach volgens hel in proef VII
gogeven voorschrift, waaraan 49, glycerine was toe-
gevoegd.

Na gewone storisatie en controle werden ze geent
met bacil n? 102 wit slameculiuur. De groei was in de
cerste 3 dagen eon zoer geringe, den 490 dag echter
werd de coltuar flink froebel en vermde zich cen
membraan aan de oppervlakte; de troebelheid nam later
nog iets toe en er verzamelde zich een sterk praccipitaat
op den bodem. Na eenigen tijd echter verdween de
membraan en helderde de vlocigtof op.

De reactie werd den 8% dag lichter, en de volgende
dagen zeer licht alkalisch; den 11%n Jdag na de enting
was ze op ceng licht zuur (de cultuur bleek zuiver). De
mtensiteit nam in de eersle dagen nog iets toe en later
weer iots af, maar bleel in het vervolg steeds mwak
zuur, hoewel de proef 59 dagen dunrde.

Na verloop van dien tijd kwam bij uitzaaiing niets
meer op, zoodat de proef gestaakt werd.

Yerder werden een paar buisjes gevuld met bouillon
nit Cibils-vleeschextract, eveneens met 4 % glycerine,
en geént met bacil n®% 100 uit stamcultuur. Deze
cultures vertoonden ma 7 dagen een zure reactie en
behielden die ook gedurende de 46 dagen, welke de
proef duurde. De groei kwam overeen met dien in
Lichiz-houillon.

Daar ik bij deze prooven glycerine gebruikt had,

welke bij nader onderzoek niet aan de eischen der
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Pharmacopoe Hd. 11T bleek te voldoen, in zooverre zij
bij verbranding ecen duidelijfk résidu achterliet, en het
dus mogelijk was, dat deze verontreiniging van invloed
geweest zoude zijn, verschafte ik mij glycerine, dic
wel aan die eischen voldeed.

Aan een paar buigjes en een fleschje, gevuld met
Cibils-bouillon, voegde ik 4 % der onzuivere, aan een
ander paar buisjes en een fleschje, gevuld met denzellden
bouillon, 4 Y/, der zuivere glycerine toe. Allen werden
nu gedént met bacil n®% 101. Den 6%" dag reagecrden
allen amphoteer, den 79 dag duidelijk zuur en bleven
dit gedurendo de 30 dagen, dat ze zeobgerveerd werden.
Evenals von SoumarucA vond ik dus ook, dat een lichte
verontreiniging der glycerine niet van invloed is.

Uit het resultaat dezer proeven blijkt ten duidelijkste,
dat ook de diphtheriebacil in staat is uit glyecerine zuur
te produceeren. Het laat intreden der zure rcactie in
de glycerine-bouillons is waarschijnlijk gedeeltelijlc te
wijten aan den geringen groci in de eerste dagen.,
hetgeen ik constant hij deze cullures heb opgemorkt.
Ik heb echter niet den indruk gekregen, dat dit de
eenige oorzaak zeude zijn, Na een dag of vier wag er
toch reeds een flinke groei, terwijl de reactieverandering
nog maar steeds niet te voorschijn kwain,

Vecleer scheen het, alsaf de glycerine nict als zocdanig
door den baeil direet in znur kon worden omgezel, maar
dat er eerst onder invloed der bacterién een andere stof,
migschien een suiker, uit gevormd moest worden, uit
welke stof dan het zuur ontstond. Deze hypothese vindt
eemigen, i) het ook zwakken, steun in het door de

beroemde onderzoekingen van den chemicus FiscHER
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bekend goworden feit, dat hel mogelijk is alle suikers
gynthetisch te vervaardigen uitgaande van glycerine.
Het vermogen nu der bacterien, om synthetisch werkzaam
te zijn staat buiten kijff. Vox Somwanvss waagt hot ook
niet zich direct nit te spreken over de natuur van het
gevormde zuur, hij wijst or alleen op, dat vcle der door
heim onderzochle baclerigén in rosolznurhoudende voedings-
bodems cen duidelifk vermogen om te reduceeren ver-
toonen, en men dus zou kunnen denken, dat het zuur
ontstond door reductie van de glycerine.

Het niet meer optreden der alkalische reactie 18 hier,
evenals in proef V, wel te wijten aan de groote hoeveel-
heid geproduceerd zuur. Door hiet gehalle aan glycerine
te vermindercn i3 het waarschijnlijk ook mogelijk slechts
een voorbijzaande zure reactie te verkrijgen. Intusschen
hebben de proeven, die ik daaromtront nam met 19, en

0,59, elyeerine, een negatiel regullaal opgeleverd.

Reactieverandering in cultures onder afsluiting
der zuurstof.

Rovx en Y®r&N en ook Escmerton deelen mede, dat
de aciditeit evenesens intrecdt in cultures onder afsluiting
vann de lucht en dal ze dan niet meer plaalts maakt
voor cen alkalische reactie.

Dat deze reactieverandering nu ook door de omzething
van glucose vereorzaakt wordt en in hocverre de vrije
toevoer van luchb op het weder infreden der alealici-
teit van invloed iz, trachtte ik op de volgende wijze
wt te maken:

Progf* X 1.

Drie medicijnfleschjes van dezelfde groote en gelijken




vorm werden hoog gevuld met een gelijke hoeveelheid
van de volgende bouillonseorten: 1°, kalfsvleeschbouillon
van proef 1, waarin de zure reactie bij groei aan de
lueht slechts Korten tijd bleef bestaan; 2°. bouillon uit
Lichig’s vleeschextract, volgens het gegeven voorschrift
vervaardigd; 8°. dezelfde houillon wit Liebig, waaraan
toegevosed 0,2 %, slucose.

Deze drie fleschjes werden geent met bacil n® 101
uit een twee dagen oude, zunur reageerende boulllon-
coltuur on geplaatst onder een klok van Bucnner, die
met parvaffine en vaseline hermetisch afgesloten was en
waarin de zuurstof geabsorbeerd weoerd door acidum
pyrogallicuin,

Drie geheel overeonkomstige fleschjes, met dezelfde
vioeistoffen hoog gevulid, werden evenzoo geent en in
dezolfde broedstoof geplaatst, maar buiten de klok,
zoodat de lucht vrijen toegang had tot de culluur.

Om nu vorder nog na te gaan, of cen ruime toe-
Lreding van zuurstof van invieed kon zijn tegenover
de betrekkelijk geringe in de hoog gevulde fleschjes,
werden nog drie cullures aangelegd in groole kolven,
wier bodem slechts oven bedekt was met een der
bovengenoemde vloeigtoffen. Ook deze werden vrij in
ilezelfde broedstoof geplaatst. De wattenproppen waren
op alle fleschjes en kolven zoo los mogelijk gezel.

Eindelijk werden nog in een tweede klok van Buonver
geplaatst een paar buisjes met een kallsvleeschbouillon,
die bij groel aan de luchbt geen zure reactie aannam
(uit proef II) en verder buisjes met denzelfden bouillon,
waaraan resp. 0,2°%,, 0,4%,, 0,8%, en 19, glucose

was toegevoegd. Ze werden geént als de vorize.
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Deze buisjes konden nu dienen, om de vmzetting van
suiker bij anadrobiosc mader te bestudeercn en tevens
ter controle van hel in de eerste klok te verkrijgen
resultaat.

De fleschjes en kolven, zoowel in alg buiten de klok,
mocsten bijna allen cenige malen op nicuw geént worden.
71 begonnen eerst troebel te worden, nadat men met
een pipet uit de vermelde bouillomcultuur, waarmede
alle werden geént, een vrij groote hoeveelheid eultuar
in clk fleschje en kolfje had gebracht, De procf duurde
20 dagen en leverde het volgende resultaat:

In de klok: De kalfgvleeschhouillon uit proct I reageerde
den 390 dag na de gelukte conting zuur en bleef die
reactie behouden.

De bouillon uit Liebig bleef steeds alkalisch reageeren.

De bouillon wuit Liehig met 0,2 ¢/ clucose reageerde
den 29" dag na de enting zuur en bleef aldus.

Van de buisjes in de klok bleven die met kalfsvleesch-
houillon wuit proef II steeds alkalisch. Die met denzelfden
bouillon, plus 0,2°%, 0,49, 0,8°, en L%, glucose, waren
den volgenden dag allen zuur en bleven dit.

Builen de klok: Men kon geen duidelijk onderscheid
constateeren in . tjd van optreden of intengiteit der
reactie in fleschjes en kolven. De bouillon wit proet I
roageerde den volgenden dag zuur, bleel dit 3 dagen
en werd toen weer alkalisch. De bouillon uit Liebig
bleef steeds alkalisch. De bouillon uit Liehig met 0,2 %,
glucoge was den volgenden dag zuur cn bleef aldus.

De oroei van alle cultures in de klokken was veel
minder sterk, dan in de daarbuiten staande. Zoowel

in als buiten de Kklokken, vertoonde hij echier het
4
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reeds meesrmalen begchreyen, van de reactie afhankelijk
uiterlijk.

Deze proeven bevestigen dug het door Roux en YERSTN
en DBscuprice medegedeclde, dat de zure reactie ook
bij anaérobiose voorkomti en dat voor hel weder intreden
der alealiciteit de vrije toctreding van zuurstof nood-
zakelijk is; terwijl zij tevens aantoonen, dat ook bij
anadrobiose het zuur gevormd words door omzetting
van glucose.

De bepaling der reactie onder de klokken geschiedde
slechte enkele malen en oo snel mogelijk , ferwijl telken-
male een nicuwe hoeveelheid versch acidum pyrogallicum
toegevoegd werd en de klok nauwkeurie met vaseline
en paralline werd afgesloten.

Daar het voor het onderzoek der toxicilell van cullures
bij muurstofafsluiting niet wenschelijk wag, ze te openen
voor de filtratie, wolgde ik hierbi] een andere methode,
die meer waarborgen gal dat de anaérobiose een abso-
lute was, namelijk de cultuur onder waterstof:

Proef XII.

Drie fleschijes van denzelfden vorm en gelijke grootte
werden gevuld met een gelijke hocveclheid bouillon it
Liebig (als vroeger) bereid. Twee el van waren voorzien
van een dubbel doorboorde caoutchouc-stop, waardoor
een glazen aan- en afvoerbuis staken, om waterstofgas
door de vloeistof te leiden. Het derde fleschjc was
met cen gewonen wallenprop geslofen en diende fer
contrile.

Allen werden geént mef diphtheriebacil n®. 101 uit

gtamoeultuar,
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Wanneer men de cultunrvloeistof direet na de enting
onder waterstof bracht, was te voorzien , dat cr geen
voldoende groei zou plaats hiebben, om een merkbare
toxiciteit te werkrijgen. Daarom werd het eene fleschje
onder H gezet, nadal de cultuur 24 wren oud en flink
troebel was geworden, terwijl met het andere gewacht
werd, tot 3 x 24 wren na de enfing waren verstreken
Minstens een halt uur lang werd waterstoigas doorge-
yoerd en de afl- en toevoerbuis niet eerder dichtgesmolten,
dan nadat men aan de fijn uitegctrokken afvocrbuis het
gas zonder knal kon onlsteken en dil laalsle dan rustig
voortbrandde. Aldus was men zeker dat alle zuurstof
verdreven was.

Het gas werd bereid uit zuiver zink en zuiver zoutzuur,
en hovendien nog geleid door oplossingen van aciduan
pyrogallicum, permanganas kalicus en nitras argenticus.

De groci onder E Dbleel sterk achler bij dien in het
fleschje aan de lucht; de cultures werden slechis weinig
trocbel en klaarden weldra gehoel op. Toen ze na
19 dagen werden gefiltreerd, reageerden beide culbures
onder H amphotcer. Bij uitzaaiing bleken de bacterién
afeestorvenr be zijn.  De cultuur aan de lucht reageerde
alkalisch en gaf bij ultzaaiihg op glycerimeagar nog vrij
veel diphthericeolonies,

Die amphotcre reactie in boullon uit Liebiz kan men
verklaren door aan te nemen, dab er in dezen bouillen
toch ook nog zuur gevormd wordt, maar zoo weinig,
dat het in cultures aan de lucht geheel wordt gecom-
pensecrd door .de alkalivorming, terwijl het zuur voor
den dag komt, wanneer die alkalivorming wegvalt,
zooals Dbij anaérobiose, In dit geval wasg dus de zuur-




vorming juist sterk genceg, om dc oorgpronkoelijke,
alkalische reactie ongeveer te meutraliseeren.

Proeven met bouillons uit versch en oud V]eeseh.

Zooals men zich uit de aangchaalde onderzoekingen
van Pirg herinnert, gelukle hel dezen uil oud rund-
viessch bouillons te maken, die door cultuur van bacillus
Cyphi abdom. en bact coli comm. niel zuur werden,
lerwijl bouillons volgens hotzelfde procédé gemaakt wit
hetzelfde vieesch, maar in verschen toestand, wel degelijk
eenl zure reactie gingen vertoonen. Hij schreef dit onder-
scheid toe aan het voorhanden zijn vai glneose in versch
vieeschi, welke stof in het oude vleesch was omgezet.

In verband met de verkregen resultaten wasg het dus
zeer interressant ook het gedrag van bacillus diphtheriae
onder dergelifke omstandigheden na te gaan.

Progf NI,

Men nam 250 grm. rundvleesch (fijn gehakie biefstuk)
van een daags fie voren geslachte koe. Dib vleesch was
bij lage temperatuur bewaard en dus nog zeer versch

125 grm. er van werd direct bij gewone kamertempe-
ratunr gedurende één nacht te trokken gezet op 250 grm.
water, Den volgenden morgen werd het vieesch door cen
doek gecoleerd, uitgeperst en bij de aldus verkregen vioei-
stof gevoegd: 29, pepton Witte en 0,5°/, keukenzout.
Daarna werd opgekookt. gefiltreerd en zwak alkalisch
gemaakl met carbon, natric., vervoleens weer opgekoolt,
gefiltreerd en toon de vloeigtof daarna bij vernieuwde
verhitting niet meer Uroebel werd, in stoom gesterili-
seerd. Aldus verkreep men: bouillon wit versch wvleesch.
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De andere 125 grm. bleef ’s nachts bij gewone kamerterm-
peratuur staan, Den volgenden morgen werd het vleesch
mot een welnlg water bevochtigd om uitdrogen tegen
te gaan en geplaatst bij ongeveer 20°  Aldus hleef het
staan tot den volgenden dag 4 uwar n. m. Toen werd
het 6én nacht'bij gowone kamcortemperatuur op 250 grm,
waler gezet en den volgenden morgen, op dexellde wijze
als voren, daaruit bercid de bowillon wit oud wvicesch.
Dit laatste was dus 48 wren ouder dan het andere.

Met elke bouillonsoort werden gevuld 3 buisjes en
1 kolfje, en allen geént met bacll n® 102 uit stam-
cultuur. De buigjes dienden voor de bepaling dor reactie.

De groeil in den bouillon wit verseh vleesch was in de
eerste 2 dagen slechts zwak, maar werd toen spoedig
vrij krachtig.

Do bouillon uit oud vleesch was van het beein af
aan flink troebel.

De reactic van den bouillon uit versch vleesch was den
34 dag lichter alkalisch, den 49 dag zeer zwak alka-
ligch, den 5% dag licht zuur, den 6% dag zeer duidelijk
zuur en bleef dit gedurende 10 dagen. De 4 volgende
dagen werd de reactie aldus opgeteekend: licht zuur,
zeer licht zuur, zeer licht alkalisch, licht alkalisch, Een
14 dagen ongeveer duurde die zwakke alkaliciteit. Toen
werd de cultuur flink alkalisch en alg zoodanig nog een
baar weken geobserveerd.  De proef dourde 50 dagen.

De intensiteit der alkalische reactic in den bouillon uit
oud vleesch werd in de eerste dagen niet minder,
intogendeel na verloop van 12 dagen ongeveer was ze
reods duidelijk toegenomen en bleef nu vrij sterk alka-
lisch gedurende de geheele proef, namelijlkk 43 dagen.




Het door Phre, bij culbunr van bac. typhi abdom. en
bac. eoli comm., verkregen resultaat bleek dus ook te
gelden wvoor den diphtheriebacil en we konden hierin
ecn bewljs te meer zien voor den invloed van de glucose
op het ontstaan der aciditeil.

Uit de resultaten der voorgaande procven was dug
mel zekerheid vastgesteld, dat de zure reactie van
diphtherie-bouilloncultures afhankelijk is van de aan-
wezigheid van glucose of glycerine of heide.

Door een eigenschap, die de diphtheriebacil men vele
andere baclerién gemeen heell, is hij in staat gencemde
stoffen In zuur om te zeften. Naar analogic met vele
van die andere bacterién, die door SemarmiNGER, NENCKI,
Rerowsgr, BiscHLpr, BLAcustony, PErDRix, BoGTROUX .,
PERE e. a. onderzocht zijn, is het nu hoogst waargchijnlijk,
dat hij, behalve uit glucose, cok uit de verdere suikers
zuur kan vormen. Ik achtte hel echter nict noodzakelijk
het onderzoek wvan den bacil in die richting voort te
zotten, daar men toch bij de bereiding van voedings-
bodems gewoonlijk alleen met glucose en met glycerine
te doen heeft.

De deor PERE aangegeven methode om het vieesch
oud te lalen worden bleek, volgeng de laatste proef,
geschikt om een bouillon te verkrijeen, die niet zuur
wordb en waarin de bacil uitstekend groeit. De uitkomn-
sten van proef VII hadden ons wel reeds geloord stoeds
alkalisch blijvende houillons te vervaardigen uil ver-
schillende vleeschextracten, maar de grosi van de meeste
exemplaren van diphtheriebacillen in Iaatstgenoemde,
hoewel wrij krachtiz, was toch altijd minder intensi-
tief, dan in bouillons wit rundvleesch of kalfsvleesch,
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vooral wannecr in deze laatste bouillons een weinig
slucose was.

In hot algemeen heb ik bemerkt, dat de beste groel te
verkrijgen is in kalfs- of yundvleeschbouillons met zooveel
glucose, dat de reactic slechts cnkele dagen zuur bleef;
na weder intreden der alkalicileil werd dan de groel
weldra zoo sterk, dat hij dien in even oude cultures, die
oeen reactieverandering verloond hadden, overtrof. Iet
olucoge is dus op zichzelf voordeeliz voor den groei,
maar nadeelig door het daarnit gevermde zuur, hetwelk
tevens volgens Roux on Yersin cen slechton invloed
heeft op de gifproductie. Men moest dus (rachiten het
gevormde zunr weg te nemen niet door eliminatie der

oorzaak: het gluecose, maar op een andere manier.

Proeven over het alkalisch houden van cultures
in willekeurige bouillons.

In den loop der heschreven prosven was. reeds
meermalen de vraag gerezen, of hel mogelijk zoude zijn
de zure reactie te voorkomen door te zorgen yoor een
voldoende hoeveelheid alkali in de eultuur, om het zuur
te neutraliseeren. Men zoude daartoe den bouillon cen
sterkere, oorspronkelijke alkalische reactie kunnen geven,
voor dat men de¢ bacterien er in entte. Nu i8 het
#chter een bekend feit, dat een hoog alkaligehalte, even-
goed als een hoog zuurzehalte, voor de bacterién scha-
delifk is, De grenzen, binnen welke verschillende
parthogene microben wich nog ontwikkelen , heeft Borr )

) Bomr. TUcher die Loistungsfihivkeit mehrerer chomischer Des-
mfectionsmittel bel einigen fiir den Menschen pathogenen Baclerisn.
Zeitschr, f. Hygieno u. Infectionskrankh. Bd. IX. 1890.
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vastgesteld volgens een door BEHRIXG gegeven methode.
Zoo vond hij, dat de diphtheriebuecil gedood werd bij een
gehalte van 0,06 °, normaalzoutzuur indien versche, en
van 0,15 % als 24 uur oude blocdserumecultures werden
gebezigd, bij een inwerking gedurends 2 uren. Dat
gehalte komt overeen met L7 resp. 42 em?® normaalzuur
pro liter boulllon. Van zwavelzour heelt men iets
groctere hoeveelheden noodig. De uiterste grens nmaar
de alkalische zijde bedroeg: 0,3 Y, resp. 0,35 %, normaal-
natronloog of 75 resp. 88 em?® pro liter.

De diphtheriebacil verhield zich in dit opzicht ongeveer
als de milbvuurbacil, terwijl b. v. de typhusbacil veel
grootere hoeveelheden zuur, de choleraspiril zeer veel
grootere hoeveclheden alkali kon verdragen.,

Men is dus aan zekere grenzen gebonden, Naarmate
het oorspronkelijke alkaligehalte meer stijgt boven het
uist voordeelige voor de ontwikkeling, zal deze laatste
ook minder worden en aldus een voor de gitproductie
nadeeligen factor doen ontstaan.

Om nu na te gaan, in hoeverre het mogelijk was in
een bepaalden bouillon de zure reactie te doen uitblijven
zonder te weel schade aan den groei toe te brengon,

nam ik volgende proel:
Proeft XIV.

11 gelijke buigjes werden gevuld met 10 cm® van
den bouillen uit proef I, die dus even zuur werd.

Uit een buret droppelde men nu cen verzadigde
oplossing van carbon. nabric. in die buisjes, zoodab
aan huigjc n®% 0 niets, n°. 1 één droppel, n® 2 twee
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droppels, enz. tot aan buigje n°. 10 tien droppels alkali
werden toegevoegd. 10 droppels vormden juist %, em?.

Allen werden geént met diphtheriebacil ne. 101 uit een
3 dagen oude Liebig-bouilloncultuur, Al de cultures
waren den volgenden dag opgekomen, maar in verscehil-
lende mate: huigje n°. O het sterkst en zoo afnemend
tol buisje n° 10. De groei in ne. 8 tot en met ne. 10
was al hcel zwak, Na 8 dagen ongeveer waren de
buigjes n’. 0 tob en met n° 7 allen bijna even trochel,
tusschen de twee niterston was alleen een gering ver-
schil merkbaar, Ne 8 tot en met n°, 10 vertoonden
nog slechts zoor weinig groei.

Het buisje n®. 0 was den dag na de enting zuur, bleef
dit 3 dagen lang en werd toen weer alkalisch. Puigje
n°. 1 wvertoonde den volzenden dag amphoterc recactie,
en bleef deze 3 dagen behouden. Vervolgens werd het
licht alkaliseh en eindelijk alkalisch. In buisje n®, 2
was, gedurende dezelfde drie dagen, de Intensiteil
der alkalische reactie verminderd. Alle volgende ver-
toonden goen afname der alcaliciveit.

Had men dus bij dien bouillon uit proef I, per 10 em?
slechts 1 droppel earbon. natric.-oplossing meer tonge-
voegd, dan ware de reactie slechts amphoteer seworden,
2 droppels of 1,. em?® meer op de 10 em?® bouillon =
4 cm?® pro liter, hadden veroorzaakt, dat de zure reactie
heolemaal niet te voorschijn. ware gekomen. De groei in
den bouillon zou dan tech nog een voldocnde ceweest zijn;
Immers , die In buigje n° 2 verfoonde na enkele dagen
séen merkbaar onderscheid meer met dien in buisje n®. 0. '
dat deze methode alleen toe-

g v

et is evenwel duidelijk
Passelijk zoude zijn op bouillong, die zoo kort zuwr
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werden (dus zeo weinig suiker bevarten), als de onder-
zochte; bij bouillous met een hoog gchalte aan glucose,
zou men de vlocistof zoo sterk alkalisch moeten maken,
dat de groei er min of mecr onmogelijk in werd.
Echter ook in het ecrste geval zou men alfijd ecn
dergelijk onderzoek, als het beschrevene, aan de alkali-
soering van den bouillon moeten laten voorafgaan, om do
juigte hoeveelheid vereischt alkali te leoren kennen. DIt
is een groot practisch bezwaar en bovendien kan ‘men
sich voorstellen 1), dat, al is de groei ock voldoende,
de giftigheid toch benadeeld wordf door Leb verhoogde
alkaligehalte.

Prof. Sproxer vestigde daarom mijn aandacht op een
andere methode. Bij zijn technische onderzockingen
over gisting bediende Buugrivek *) zich van suikerhou-
dende, dusg voor gisting vatbarc voedingsbodems, waar-
aan hij ecn ncutraal, onoplosbaar en voor de bacterien
dus onschadelijfk  koolznur zout toevoegde; hij nam
daarvoor o.a. carbonas ealcieus. Werd nu zuur gepro-
duceerd, dan werd dit door het zout als het ware in statu
nascenti vastgelegd en moest het op deze manier gelukken

BriEaTR *) wijgt in cen onlangs verschenen onderzook

op e schadelijke werking, die de, In eiwithoudends

voedingsbodoms altijd plaats grijpende, vorming van

basische producten heeft op het gif, daar het bekend is,

1y (Volgens Brreeum, zocals men later zal sien).

2) BrougiNk.  Verfahren zom Nachweise der Siureabsonderung bei
Mikrobien. Centralblatt. f. Bacteriol. u. Parasitenk. Bd. IX. NO. 24.

%) Brrecer. Weitere Erfahrungen {iber Bakteritngifte. Zeitschr. f.
Hygiene u. Infectionskrankh, Bd. XTX. 1895 H L
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dat met toename der alkalische reactie de zoo lahiele toxal-
buminen der bacterién meer en meer vernietigd worden.
Hij bepaalde de hoeveelheid van deze geproduccorde
bases in tetanusbouillon, waarmede hij zich speciéel
bezig hield, en vond dat 1 L. tetanusbouillon in 7
dagen zooveel bases gevormd had, dal 17—88 ¢m?®
normaalloog noodig warcn om ze te neutraliseeren.
Dezen sgchadelijken invieed der basigche produeten,
onder welke het koolzure ammoniak wel een eerste
plaats bekleedt, trachtte hij nu op te heffen deoor aan
1 L. van den voedingsbodem ongeveeor 20 grm. gips toe
te voegen; aldus grijpt er, volgens hem, van hef eerste
oogenblik af aan een constante omzebting plaats van
het wersch ontstane, schadelijke ammoniumearbonaab
in het onschuldige ammoniumsultaat. Het ge&ﬂukté hem
zon werkelijk zeer giffige tetanuscultures te verkrijgen.
Ammoniumsulfaat praccipiteert het tecanusgif, maar
alleen door meeslepen met de gepraecipiteerde albumosen
uit de cultuur en zooals Briamr en Cony 1) aangetoond
hebben wordt hel letanusgill gevormid ten koste der
albumosen, zoodat, wanncer men een zeoer gittige cultuur
heeft, de albnmosen daaruit grootendeels of geheel ver-
dwenen zijn en dus ook het ammoniumsultaat in een
dergelijke cultuur het gif niel meer neerslaalb,
 Volgens Brmenr is de diphtheriebacil niet in staat de
albumosen in zjjn eultuur geheel om te zetfen en het
diphthericgit wordt ook door middel van deze stoffen
door het ammoniumsulfaat gepraceipiteerd, zoodat men

5 Brieger und Comy. Untersuchungen ueber das Tetanusgift
Zeitsehr. f, Hypiene u. Infectionskrankh. Bd. XV. 1893. 8. I.
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door necrslaan met dit zout it diphthericcultures eel
veel grootere hoeveclheid oif kan verkrijgen, dan it
tetanuscultures.

Wilde men nu cok in diphtheriecultures, op de manier
van BriggEr, de volzens hem zoo schadelijke bases in
het onschuldize ammoninmsulfaat omzebten, dan had
men misschien te vreezen, dab er veel gif ncergeslagen
werd en men dus een zwak toxigeh filtraat zou ver-
krijgen. In hoeverre deze VIees hewaarheid werd zal
later blijken.

Ik beproofile nu een bouillon, waarin de baecillen goed
groeiden, alkalisch te honden door bijvoeging van carbonas
calcicus en tevens den sehadelijkon invlocd der gevormde
bases te neubralisecren door gipg. Daartoe werd de

volgende proct ingericht:

Prosf XV.

4 medicijnfleschjes van 200 grm. inhond werden gevuld
met een bouillon, op de gewone manier bereid , uit versch
kalfsvlecsch.

Carbonas ealeicug en sulfas calcieus, beide chemisch
gniver , werden op de volgenide wijze aan enkele fleschjes
toegevoegd.

N 4 150 erm. kalfsvleeschbouillon.

N¢ 2 150 grm. kalfevlceschhouillon met

e

grm. carb.

eale.
K0, 8 150 srm. kalfsvleeschbouillon met 2 grm. sulf.
cale.

Neo, 4 150 grm, lealfevlecschbouillon met 8 grm. carb.

cale. en 2 grm, sulf. cale.
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Ken flesch n® 5 van eenigszins anderen vorm was
ingericht als in proef XII om onder H. gozet te worden.
Ze werd gevuld met 200 grm. van denzelfden kalfvleesch-
bouillon, waaraan toegevoogd: 4 grm. carb. cale.

Door dese inrichling der proef kon men verwachlen
een antwoord te krijgen op de vraasg. welke imvloed
het wvoordeeligste is voor de gifproduclie, die van het
carh. cale., als houdende het medivm alkalisch, dic van
het sulf. cale., als vernistigende de schadelijke bases, of
die van heiden te samen. Hindelijk zou men ook nog de
oifproductie onder anagrobiose in een alkalische cultuur
kunnen nagaan. Daar bij afsluiting der lucht geen
alkali in de enltuur werd gevormd (volgens proef XI en
XII) was het ook niet noodig er sulf. cale. bij tc voegen.

De wvoor dit doel bereide kalfsvleeschboulllon werd,
zooals gezegd 18, uit versch vleesch vervaardigd en zou
dus wel, volgens proef XIII, een zure reactle gaan
vertoonen. Om dit te onderzoeken werd ecrst een
buigje or mede gevuld en geént met bacil n® 101. De
enltnur kwam goed op en was den volgenden dag
recds zuur. Bijna dagelijks werd nu een maand lang
de reactie opgencimen, maar ze hleef steeds zuur. Na
verloop van dien tijd kwam bij witzaaiing niets meer op,
zoodat men de proef afbrak. Er scheen dus veel glucose
in dit vergche vleesch sanwezig te zijn en de bouillon
was wel geschikl, om den invloed van het carb. cale. te
vertoonen.

Ter controle werd verder een bouillon genomen, die
allcalisch bleef, bereid uit Cibils-vieeschextract volgens
het wvroeger gegeven voorschrilt. Op geheel overcen-

komstige manier werden nu meb dezen bouillon weer
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gevuld: 4 medicijnfleschjes van 200 grm. en 1 flegch

veschikt voor de cultuur ahder H, Ze bevatbon dus:

NO, 1 150 grm. Cibils-boutllon.
: N°, 2 150 grm. Cibils-bouilon met 8 grm. carb. cale.
” NO 8 150 grm. Cibilg-bounillon met 2 grm. sulf. calc.
NO, 4 150 grm. Cibils-bouillon meb 3 grm. carb. cale. en *

2 grm. gulf. cale.

N©, 5 200 grm. Cibils-bouillon met 4 grm. earh. cale.

De hoeveelhoden carb. cale. on sulf. ealec, waren zoo
gemomen, dat de bodem der fleschjes mel een flinke laag 5
van die stoffen bedekt was en or dus zeker niet te
kort kowam. Overmaat kon hier miet schaden.

Behalve deze fleschjes, waren nog 3 buisjes gevuld
resp. mef: Kkalfavleeschbouillon met carb. cale., kalfsvleesch-
bouillon met sulf. eale. en kalfavlceschbouillon met carb.
cale. en sulf, cale , en 3 andere buisjes resp. met: Cibils-
bouillon met carb. eale. Cibils-bonillon met sulf. cale.
e Cibils-bouillon met carb. cale. &n sulf. cale.

Deze buisjes konden dienen Voor de reactie bepaling.

Alle fleschjes en huisjes werden geént met bacil n 101
nit de stameultuur. In allen kwam de cultuur op.

Beide flesschien 1. 5 werden 24 uur na de enting onder
H gezet.

Reeds spoedig nn zag men onderling een duidelijk ver-
«chil ontstaan in het uiterlijk der culfures in kalfsvleesch-
houllon in de buisjes en ook in de fleschjes. Die in kalfs-
vleeschbouillon meb carb. cale. en in denzelfden bouillon
met carb. cale, en sulf cale. werden sterk troebel en
bleven dit, terwijl die in kalfsvleeschbonillon alleen en
in denzelfden bouillon met sulf cale. niet zoo troebel
werden en spoedig ophelderden, Ook hier vertoonde



dus de groel de meermalen beschreven kenmerken, daar
zooals men zal zien de reactie er mee in overeenstermming
was. De groei in de Cibils-bouwillons was in allen onge-
veer even sterk. Do beide flesschen onder IT vertoonden
slechts een zeer zwakken groei; het meest troebel werd
+ nog wel de cultunr in kalfsvleeschbeuillon moet carb. cale.

De reactie in het buigje met kallsvleeschbouill. 4- carb.
cale. bleef alkalisch; die In het buisje met lkalisvleesch-
bouill, 4 sulll eale. bleet zuur: die in het buisje met kalfs-
viecschbouill, - carb. cale. - sulf. cale. bleef alkalisch.

Alle buisjes melb de Cibils-bonillong bleven alkalisch,

Gedurende 14 dagen werden ze geobserveerd. Toen
was dus reeds duidelijk, dat men door tuevoeging .van
carh, cale. in staat ig cen andors zuur werdende bouillon
sleeds alkalisch le houden, terwijl de groel er beter op
Word.

De intensiteit der reactie in kalfsvleeschbonillon met
carb. calc. en in denzelfden bouillon met carb. cale. en
sulf., cale. was dezellde , evenzoo wag er geen merkbaar
verschil in intensiteit der reactie tusschen de verschillende
Cibils-bouillong,

De cultures in kalfsvleesehbouillon werden gefilereerd
toen ze 20 dagen oud waren; de reaclie bleek boen
gchecl overecen te komen met die in de buisjes, namelijk:
ultuur in kalfsvleesehbouill.: zuur

5 in kalfsvl. bouill. 4 carb. cale. : alkal,

b in kalfsvl. boulll. 4 sull. cale. : zuur.

3 in kalfsvl, bouill, -+ carb. cale. - sulf, cale. : alkal.

Cultuur onder H: alkalisch; dus hler nok was hef

carb, cale. geschikt geblcken, om de vlogistol alkalisch
te houden.
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De cultures in Cibils-bouillon waren 21 dagen oud,
toen men ze fltreerde. In  allen hleek de reactie
alkalisch.

Nadat we aldus de corzaak van het zuur worden
van diphtheriebouillons hadden leeren kennen en het ons
gelukl was, hetzij door eliminatie dier ocorzaak, hetzi]
door vernietiging van het geproduceerde zuur, diphlherie-
bouillons naar willekeur alkalisch te houden, konden we
ong wenden tot het onderzoek van de gifproductie in
dergelijke alkalische of zure voedimgsbodems.

Vaoreerst echter wil ik in hel volgende hoofdstul
nog enkele proeven besehrijven, dic ik genomen hcb
over de reactieverandering wvan voedingsbouillon, wan-

neer daarin pseudo-diphtherichacillen worden gelkweekt.




HOOFDSTUK 1IL

Reactieverandering der bouilloncultares van den
pseudo-diphtheriebacillus.

Naar aanleiding van dc beroemde onderzockingen van

LomwrLeg in 1884, crachble ook voy IlorMany-WeLLENHOE 1)
den Klebs-Loefllerschen bacil uit de pseudomembranen
van diphtheriglijders te isolecren. Hij véﬂ{meg taarbij
in reipculfuur ecn bacillus, dic goheel beantwoordde
aan de beschrijving, welke Lowerier van zijn bacil bad
acgeven, maar niet virulent was.

Het gelukle vox Howmvaxw-Wrnnenaor dikwijls (in
45 onderzochte gevallen 26 maal) dienzelfden bacil te
isolesren bi] contréleonderzoekingen, die hij verrichtte
_in gevallen van diphthericachtizge ontsteking van den
pharynx bij searlatina en meorbilli, in gevallen van
eenvoudige pharynx-katarrh en eimndelijk ook bij onder-
zoek van geheel normale slijmvliezen. Aldus kwam hij

er toe om aan fie nemen, dat de door hem gevonden

) Voy Horvmarx-WrLipxnor, 1 e p. 6

BTl
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bacil een rvegelmalige hewoner van de keelholte is, die
met diphtheric niets te maken heefh.

Bij gelegenheid van een samenkomsh met LOEFFLER
te Berlijn worden de cultures van voy HorMaxs-
Wrennrvnor  vergeleken met de  oorspronkelijke van
Logrrren. Men kon daarbi] geem morphologisch onder-
scheidl busschen beiden constateeren. Daarom werden
met beider cultures cavia’s geént, Het resultaat beant
woordde evenwel in hel geheel niet aan de verwachting
daar alle cavia's gezond bleven. Later bleck het, dat
het negatieve regultaal, met de cultvur van LorrrLer
verkregen, moest worden geweten aan de omstandig-
heid, dab met een zeer oude cultnur was geéxperimen-
teerd, in welke de wvirulentie der bacillen sterk was
afgenomerl.

Vor Horvany-WeLLesmor verrichtte vele infectie-
proeven met zijn hacillen, doch kon nooifi cavia’s er
mede dooden. Later gelukte het hem echter ook viru-
lente diphtheriebacillen te isoleeren, en LorrrLER had
intusscher ook, evenals voy Horuaw-Wrnioyuor, uit
preudo-metbranen, naast viruwente, morphologisch geheel
daarmede oversenkomende, avirulente bacillen kunnen
verkrijeen. Hij noemde deze laalste: pseudo-diphtherie-
haeillen.

Vo HorMann-WELLENTOR kon door nanwkeurige verge-
lijking wvan cultures van beide bacillen op bloedserum,
gelaline en agar, enkele punten van verschil opmerken,
maar deze waren zoon gering en zoo inconstant, dat ze
niet praktisch bruikbaar waren voor de onderscheiding
yvan heide bacterién,

De sgchrijver zeglt dan ook: ,Meine Bemihungen,




zwischen virulenten und nichl-virulenten EKulturen ver-
werthbare morphologische Untersehiede auf zu finden,
waren bisher erfolglog; mehrmals glaubte ich, solche
schon gefunden zu haben, aber dieselben erwiesen sich
als nicht constant oder noch inmerhally der Varations-
breite fallend, welche den Kulturen eines jeden einzelnen
Falles zukommt, oder doch als keine anderen, als sie
die vimlenten Félle unter einander oder die nicht-
virulenten Falle unter einander auch zeigen.”

LopprrEr 1) vond in hooldzaak ook dezefile punten van
verschil tusschen TDeide bacillen alg vony HorMANK-
WELLENHOK, maar wijst er eveneens op, dal verrewey
het voornaamste onderscheid iz gelegen in de algeheele
omgchadelijkheid van den pseudo-, in fegenstelling tot
den echten diphtheriebacil.

ZarNIKO vindt geen biuikbaar onderscheid in den groei
van beide bacillen op LOEFFLER'S serumi, op agar ¢n op
eelatine, ook miet in de temperatuurgrenzen van den
oroel van beiden, of in den vorm der. staafjes. Daaren-
tegen, zegb hij, vertoont de groei in bouillon een zeer
groot enderscheid, De pseudo-diphthericbacil maalkt den
bouillon van den 89 dag af aan duldelijk troebel. et
praecipitaat op den bodem 1s compacter en witter.
En terwijl de diphtheriehacil na kerten tijd den bouillon
gunr maakt, zou de bouillonculsuur van den pscudo-
diphtheriehacil sfteeds hare alkalischie reaclie behouderr,

Roux en YersIy ) wezen op het volgend onderscheid

Y Loprrioe, 1. e p. 6.
) Roux et Yersiv. Contribution & I’étmde de la diphtérie. Ann,
de I'Tnst. Pasteur n'. 7. 1890. p. 385. 3e mémoire.
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tusschen beide baeillen: De pzendo-diphtheriebacil is in
de kolonies op serum dikwiile korter, dan de echte bacil.
De cultures in honillon zijn welizer en gaan nog voort to
; groeien bij 20°—22°, hij welke temperatuur de echle

| bacll maar zeer swak groeif. Zaailh men ter vergelijking

beide bacterien in bouillon, dan ziet men, dat beiden

den bouillon cerst zuur en later weer alkalisch doen

worden, maar de reactioveranderingen onfstaan veel gnal-

ler in de cullures van den pseudo-diphtheriebacil. Evenals

| de echtc groeif ook de pseudo-diphtheriebacil onder

| afeluiting der lucht, maar minder krachtie dan de corste.

Escuzrion ') constateerde op bloedsernm in het algemeen

een minder sterke ontwikkeling van den pseudo-diph-

theriebacil, dan van den cchten diphtheriebaeil. Op glyce-

rincagar en op gelatine vond hij duarentogen den groei
van den ecrgten krachtiger.

De cultour van den pgeudo-diphtheriebacillus in bouillon

=

8 volgens EsowmricH na 24 uur sterk troebel, veel
gterker dan die- van den diphtherichacil, en ze wordt
later helder. Op den bodem vindt imen meescal een
slifmerig, wit noerslag, in veel grooter hoevoclheid dan
bij den echben bacil. Maar een wezenlijk, constaut
onderscheid is wvologens hem, evenals volgens XARNIKO,
gelegen in de verschillende verhouding der reactie van
den bouillon, welke bij den pseudo-tiphtheriobacil nooit
bepaald zuur wordt en reeds na weinig dagen cen
duidelijke toename der alkaliciteit vertoont. Bovendien
zopt HSCHERICIE nog: de toevoesing van druivensuiker

aan den houillon verandert niets aan Jis verhounding.

1) Fseuprron, I e
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Den groei onder afsluiting van zuurstof vond hij als
Roux en YERsN.

Ziedaar nu o in hoofidzaak, heteeen tot heden gepubli-
ceerd s over de morphologische en biologische BIZEN-
gchappen van den pseudn-{fiI:Jhtheriel:}eu:il in tegenstelling
tot den echten Klebs-Loctlerschen bacil,  Speciaal mot
het oog op de verhouding der bouilloncultures heb ik
het wvorige woorzegoven, omdat ik alleen daarover
enkele proeven heb verricht, Verschillende onderzoekoers
geven hog minuticuze on uitgebreide beschrijvingen van
dem groel van beide bacillen op andere voedingshodems,
maar geen enkol onderscheid, uitgezonderd het gemis
aan virulentie, was zoo constant en zoo sterk als dat,
hetwelk in de verhouding der bouillon-enltures door
bavengencemds onderzockers werd opgemerkt: hoswel,
zooals we gezien hebben, hunne meeningen over dar
laalsle onderscheid zeer uitecnloopen,

ik wil hier ook nief nader op de intercssante quaestie
mgaan, of de pseudo-diphtheriebacil, zooals 0.a. Bsciariowr
meent, een atzondorlijke soort van bacil vertegenwoor-
digt, dan of hij, volgens Rorx en YIRSIN en BAUMGARTEN,
slechts cen geattenuéerde diphthervicbacil is.

Voor mijn proeven gebruikte ik een in het laborato-
rium  aanwezigen pseudo-diphtheriebacil, bekend alg
ps.-diphtheriebacil ne. 115, Deze was 30 Jan. 95
geisoleerd mit hel exsudaat van een kind lijdende aan
verdachte angina in hot ziekenhuis alhier,

Die pseudo-diphtheriebacil oncwikkelde zich op glyce-
rineagar zeer veel krachtiger, dan de door mij gehruiktc
diphtheriehacillen. Op Lowrrizr’'s serum was de groei
cok nog iets sterker dan die der cehte diphtheriebacillen,
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erwijl de kolonies zich meer in de vlakie uitbreidden.
Hen duidelifk verschil in kleur was echter niet op le
merken.  Schoon de bacil morphologisch de grootste
overeenkomst bezat met den echten diphtheriebacil, en
nog wel met de lange variéteit, was hi] voor de cavia
avirulent.

Proef A,

Met bovengenoemden pseudo-t;liphtheriel:izuf.iﬂus werd
gesnt een huigie men denzelfden kaltsvleeschbouillon als
in proef I wag gebezigd. Hen ander buigle met denzelfden
bowillon, geént met diphtheriebacil n®, 101, werd for
vergelijking daarnaast geplaatst, Terwijl nu de diph-
theriecultuur gedurende ongeveor 4 dagen zuur reageerde,
bleet do reactic van de pseudo-diphtheriecultuur steeds
alkalisch gedurende de 21 dagen, dat ze geobserveerd
word. Alleen den dag na de enting was de intensiteit
der alkalische reactie iets afgenomen , later echter nam
ze sterk toe. De groei van den pseudo-diphtherie-
bacillus was van den heginne af aan veel krachtiger,
dan dic van don diphtheriebacil, en de bouillon, waarin
de eerste groeide, bleef steeds flink troebel, klaarde alleen
in de laatste dagen der proef een weinig op, terwijl zich
cen volumineus prascipitaat op den bodem verzamelde,

Dat resultaat koms dus gehecl overeen met de bevin-

dingen van ZARNIKO en KSCHERICH.
Proef b.

Van twee buisjes met kalfsvleeschbonillon uil proef 1T,
die door den diphtherichacil niet zuur werd gemaalkt,

entte men heb eene mel den pseudo-, het andere met
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een echten diphtheriebacil, n°, 101. Beide cullures hleven
sedurende 21 dagen de alkalische reactie bchouden,
welke in dc eerste dagen nieb albam, maar later wel
toeniam N intensiteit, het meest in de cultuur van
den pseudo-diphtheriebacil. 7 wur na de enting was de
eulbuur van den laatsten reeds licht trocbel. De troebel-
heid en het praecipitaat, dal werd gevormd, bleven
steeds die in de diptheriecultuur overtreffon,

Proef C.

Met de bouillons uit vleegchextractsoorten en de pepton-
keukenzoutoplossing  werden, zooals in prosf VII is
verrmeld , eveneeng buigjes govuld , die geént werden met
den pseudo-diphtheriehacil.

Al deze cultures bleven ook alkalisch reageercn cn
de groei was in allen duideliik sterker, dan die der
diphtheriebacillen in do overeenkomstige voedingshodermns.
Hel sterkst groeiden de psendo-diphtheriehacillen in
Liebig, iots minder in Kemmerich en Cibils en verrewes

het minst sterk in de pepton-keukenzoutoplossine,
Proef D,

Zoovals reeds m proef V werd medezedeeld, plaatste
men - naast de buisjes gevuld met alkalisch blijvenden
Dhouillon (uil proef 11y, waaraan was toegevoegd: resp.
0,2 %, 0.4 %, 0,6%, 0,8%, en 1%, slucose, en geént
met diphtheriebacil n. 101, ook 5 buisjes ieder met cen
dier verschillende bouillons gevald, doch geént met
den pseudo-diphtheriebacil.

De culturez van heide bacillen werden gedurende
denzelfden tijd geobserveerd, Terwijl nu de reactie in




alle diphtheriecultures zuur werd en blesf, merkte men
bjj de cultures van den pseudo-diphtherichacil het
volgende op:

de houillon met 0,2°% glucose bleef steeds alkalisch;
hij vertoonde geen vermindering der intensiteit van die
redaclie in de eerste dagen;

de bouillon met 0,4 % glucoge reageerde den eersten
dag na de enting licht alkalisch, den 2% dag licht zuur,
den 3t dag weer duidelijk alkalisch en Dbleef nu in het
vervolg deze laatste reactie behouden;

de bouillon met 0.6°% glucose reageerde den dag na
de enting licht zuur, den volgenden dag duidelijk zuur
en bleef dit gedurende b dagen. Laler werd hij cerst
licht en vervolgens duidelijk alkalisch;

de hbouillon met 0,8%, glucose resgeerde den dag na
de enting licht zunr, den volgenden dag duidelijk zuur
on bleef nu gedurende 25 dagen aldus. Vervolzens
werd hij opeens licht (cultuur bleek zuiver) en verder
duidelijk alkaligeh ;

de bouillon met 1%, glucose reageerde den dag na de
enting licht, den volgenden dag duidelifk zuur en bleef
96 dagen zuur, voordat hij weer alkalisch woerd.

7 uuar na de enting waren alle pseudo-diphtheriecul-
tures reeds licht troebel. De bouillon met 0,2 % glucose
bleef trosbel, helderde slechts op het laatst op. De
bouillon met 0,4 % ghwose bleef eveneens trocbel, was
misgchion iots, maar niet duidelijk helderer gedurende
den dag, dat hij zuur reagesrde. Toen echter de zure
reactie-in den bouillon met 0,6 %, giucose was ingetreden,
begon deze gaandeweg geheel op te helderen en word
eerst opnicuw troebel, toen de alkalische reaclie fie voor-
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schijn kwam. IHetzelfde merkfe men op bij den bouillon
met 0,8% en 19, glucese.

De bouilloncultures van onzen pseudo-diphtheriebacil
vertoonden dus eon uiferlijk, dat evenzoo van de reactie
alhankelijk was, als we dal reeds bij de diphtheriebouil-
loneultures opmerkten.

De groel in de psendo-diphtheriecultures was weer
duidelijk  krachbiger dan die in de diphtheriseultures.
Gedurende hel beslaan der zure reactic was het praeci-
pitaat, gedurende dat der alkalische reactie waren de
lroebeltieid en het praecipitaal sterker.

Uit het vorkregen resultaat blijkt dus, in strijd mot
de bevindingen van Zarxtgo en Hscomgricm, dab onze
peeudo-diphtheriebacillug in staat was om in houillon-
cultures een zure reactie te doen verschijnen en dat
die zure reactic hier, evenals in cultures van den
diphtheriebacil, deor omzetting wvan glucose ontstaat;
alleen schijnt het voor den pseudo-diphtheriebacil noodig
te zijn, dat de bouillon een hooger gehalte aan glucose
bezitte, om een zure reactie daarin door zijn groei le
voorgchijn te kunnen roepen. Dit onderscheid staat
waarschijnlik in verband met den krachligeren groei
van den pscudo-diphtheriebacil.

Wanneer men aanneemt, dat ZARNTRO en HscTRRTCH
bij hun cultuur van den pscudo-diphthericbacillus , bouil-
lons bezigden met betrekkelijk weinig glucose, zovals
wij er b.v. een gebruikt hebben bij onze proef A.,
waarin de zure reactie niet te voorsehijn komt bij enltuur
van den pscudo-diphtheriebacil, daarentcgen wel bij cul-
tuur van den diphtheriebacil, dan kan men hun vesul-
taten zeer goed verklarcn.
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Onderstelt men oveneens, dat de bouillons van Roux
en Yawrsy meer glucose bevatten dan die van LARNLED
on Escmsrica, altijd onder zeheel dezelfde omstandig-
heden van culbuur, dan kan men zich, volgens onze
hevindingen, zZeer goed voorstellen, dat eerstgenocmde
onderzockers , zoowel bij cultaur van den psendo- als van
den ochten diphtheriebacil, de zure reactie zagen intreden
en dat de reactieveranderingen in de cultures van den
pseudo-diphtheriehacil veel sneller ontgtonden.

Zoo gelukte het dus de niteenloopende Tesultalen , die
verschillende onderzoekers bij hun bounilloncultares ver-

kregen, geheel bevredigend te verklaren.




HOOFDSTUK IV.

Proeven over de gifproductie in diphtherie-
bouilloncultures.

De diphtherieculbures, gekweekl in kolfjes en fleschjes
en in de vorige hoofdstukken beschreven, werden, gelijk
boven wvermeld, mede op haar vél‘giﬁigheirﬁ onderzocht.

Alle cultures werden daartoc op gelijke wijze behan-
deld., "Wijl gebleken was, dal de diphtheriebacil, onder
voor gifproductic gunstige voorwaarden gekwoekt, reeds
binnen cirea 20 dagen ecn vrij graoote hoeveelheid vergit
in bouillon kon vormen, bhezigde ik, waar het belangrijk
scheen den wvoor gifvorming meest gunstice voedings-
bouillon te leeren kennen, bijna uitsluitend cultures, die
slachts 19 22 dagen oud waren. Zoodoende zouden meer
cvidente verschillen van vergiftigheid voor den dagkomen ,
~dan bij oudere cultures.

Wanneer de tijd voor de filiratie was gekomen werid
de cultunr, na vooralgegane controle-uitzaaing op
glycerincagar c¢n op Lomrrrunr's serum, gemeten in een
zuiver en droog maatglas, om na le gaan hoeveel van
het norspronkelijk volumen was verdampt. Die indam-

ping bedroeg voor alle culbures van een serie ongeveer




76

evenveel, daar alvijd kolfjes of fleschjes van denzelfilen
vorm en gelijke zrootle waren genomen, die een gelijke
hooveelheid bevatten en in dezelfde broedstoof ston-
den. Overigens was ook het verschil in de Fkolfjes
enn fleschjes, die woor toxiciteitsonderzoek werden
gebruikt, van geen beleekenis. De vermindering door
indamping van een cultour met een  oorspronkelijk
volwen van 200 em? bedroeg in 19—22 dagen hoogetens
10 em?® Men kon dug dezen factor bij vergelijking van
de cultures onder elkaar wel verwaarloozen.

Na meting en reactiebepaling werd nu aan de cultuur
0,5 %), carbol toegevoegd, om bedert van het filtraat te
voorkomen, wanneger nog mierodrganismen mochten
binnendringen door foufen in de asepsis ny het filtrecren.
Alle verkregen filtraten bleven dan ook helder. Volgens
de onderzoekingen van Roux cn Yiesiw heeft carbol

wel een vertragenden invloed op de werking van hel

gif, maar deze is, volgens de ervaring in het lahoratorinm

alhior verkregen, bij een hoeveelheid wan 0,5%; van
weinig heteekenis.

Nadat het ecarbol door licht schudden geheel in
de vloeistof was opgelosy, werd deze gefiloresrd door
een dubbel filtrum van gewoon [lfreerpapier. Het aldns
verkregen [llraat, dat altijd al bijna volkomen helder
was , werd dan opzettelijk door een en dezelfide bougie van
CHAMBERLAND gepérsu._ omdat, gelijk men weet, de vorschil-
lende bougies niet allijd helzelfde [iltraat leveren, De
bougie werd eerst bevochtigd door er gen kleine hoevesl-
heid physiologisehe keukenzoulselntie door te persen.
Het, spreekt echter van zelf, dat men het filtraat cerst
opving, wdanneer hel reeds eenigen tijd oven intensicf




was gekleurd als de vleeistof, dic door de bougie heen-
gedreven werd, zoodat men zeker kon zijn, dat al de
keukenzoutgolutie er wit wag. Om nu in gtaab te zijn
dezeltde bougie meermalen le kunnen gebruiken, werd
cr tusschen de filtratie van twee culturcs 1—2 liter
physiologische kenkenzoubselutie door heen geperst; aldus

kwamen wel geen begtanddeclen dor yorige cultuur in

het filtraat der tweede, terwiil de permeahiliteit van de
bougie ook niet merkbaar verminderde, omdat de over-
groote meerderheid der bacterién door de voorafgaande
filtratie door filtroerpapier was teruggehouden, et filtraat
uit de bongie werd opgevangen in zuivere, droge en
gesteriliseerde tleschjes, die daarma hehoorlijk gelakt op
een koele plaals in het duigber werden bewaard, Al die
manipulaties geschicdden zoo snel mogelilk en het
filtraat werd daarbij zoo weinig mogelijk aan hel lichl
blootgesteld.

Klk fleschje diende slochts voor ééne injeetio.  Als
proefdier werd uitsluitend gebruik gemaakt van de cavia
cobaya en men injicieerde alleen subcutaan aan den
buik. Voorat word zorgvuldig goknipl en gereinigd
met  aleohol en sublitnast. De verdunningen van het
filtraat, noodig voor de injoctie van kleine onderdeelen
van 1 e¢M? maalle men mol gesterdliseerde, physiclogische
keukenzoutsolutie. Do steeka pening werd algesloten met
zollodinm.

Om de toxiciteit direct te kunnen vergelijkon met die,
welke in de cultunr, in de ioleiding vermeld, was ver-
kregen, ontvingen mijn proefdieren steeds 0,3 ¢M?® pro
kilo subeutaan, Van de bedoelde cultuur toch bezat hob
filcraat de eigenschap om cavia’s, hoogstens 600 grm.
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wegende, na subentane injectic van 0,3 em? pro kilo
hinmen 48 uren te dooden. Die graad van gifligheid
zou 00k in mijn proeven binnen circa, 20 dagen moeten
worden bereikt, ja zoo mogelijk overschreden.

De bijzonderheden ombrent de dicrproeven vindt men
in de verschillende probocols hierachter medegedeeld;

eon kort overzicht er van laal ik hier volgen.

Procven el de filtraten van ouliures in denzelden
Ealfsvleeschbowillon , wadroan tosgevoega, 0,01 %/, 0.1 %,
resp. 0,6/, ghicose.

Vergelijh proef IV en V. Protucol A,

Deze cultures waren geént met bacil n®. LOL. De dieren.
welke men had ingespoten men het alkalisch {iltraat dor
pouillons mel 0,01 %/, en meb 0,17, glucose, (cavian®. 1,
2, 3,) vertoonden een sterke zwelling met opvolgende
necrose op de plaats van injectie, maar succombeerden
miet. Het noerotisch gedeelte werd langzamerhand afge-
stooben. Ock namen die dieren niet in gewicht af en
waren overigens niet merkbaar ziek.

De cavia n° 4, welke het zure filtraat der bouillon mev
0,6v), glucose had gekregen, vertoonde alleen op den
dag ma de injectic esn Zeer lichte zwelling, welke den
volgenden dag reeds was veriwenen.

Duideliik blijkt uit die proef, dattoey opzing van glueose
aan denzelfden hounillon in 266 groote hoeveelheid (0,6 ),
dat de reactie zuur bleef, de vorgifproductie aanmerke-

lijk vermindert. Schoon de bouillons, waaraaw slechts

0,01 %, en 0,1 %, glucose was tocgevoegd, alkalisch waron

gebleven, was hun filtraal toch op verre na niet zdo




oiftie, dat 0,3 em? pro kilo subcufaan cavia’s binnen
48 wuren doodde. Wellicht wag die kleine hocveelheid
guiker reeds nadeeliz voor de gifproduclie, of er waren
anderc omstandigheden in het spel, gelijk daar zijn:
vermindering van de wvirulentie van den bacil, trager
vermenigvuldiging in den gebezigden bouillon , mosielijker
toetreden van de lucht, enz. In elk geval bevestigen
die proeven het door Roux en YERSIN e.a meermalen
seconstateerde feit, dat de gifproductic niet van betec-
kenis is, zoolang de culbuur zuur reageert.

De toename in gewicht van alle cavia’s, den eersten
dag na de injectie gelijk men in dit protocol opmerkt
is te wijten aan minder goede voeding daags wvaor de
proef, Lerwijl de dieren in de kleine hokjes, waarin zij

daarna ter observalic overgingen, flinlkk werden gevoed.

Proeven et de fillraten van cullures i bowitlons bereid
wit:  Liebig-, Kemmerich- en Cibils-vleeschextract en i
pepton-kewkenzoutoplossing.

Vergelijk preoef- VIL. Protocol B.

Al deze cultures waren gedént met bacil n". 101. De
dieren met de filbraten der bouillong wit vieeschextracl-
soorten ingespoten, gingen allen een flinke zwelling met
opvolgende necrose vertoonen. Die, welke de filtraten
van Kemmoerich- en Cibils-bouillon hadden gekrogen
(cavia n°. 6 cn 7), namen bovendien langzamerband
in gewicht af en stierven na 8 dagen. In deze had
dug de sterkste gifproductie plaats gegrepei.

Overcenkomstiz met den zeer zwakken groei in de
pepton-keukenzoutoplossing werd de werking van het

filtraat daarvan ook uiterst zwak bevonden (cavia n®. 8)
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De dood der beide cavia’s n® 6 en n® 7 was zonder
twijfel toe te schrijven naw het ingespoten vergif. Andere
oorzaken van den dood werden niet gsvonden.

De aanvankelijk toename in gewicht van alle dieren
op. den eersten dag na dc injectie is ook hier weer Le
wiften aan minder overvioedize voeding véor dien tijd.

Om na to saan, of de gitproductie in Keminerich- en
Cibils-bonillon metlertijd, dal wil zeggen na meer dan
20 dagen , nog aanmerkelijk toenam, werden de volgende

hwee Proeven genoiren,

Proeven wet het fillraat von 45 dagen owde cullwres in
denzelfden bowillon bereid wit Kenvmerich-vleeschextraat.

Vergelijl: Protocel.  C.

Volgens het vroeger gegeven voorschrift werd bouillon
wit Kemmerich-vleeschoxtract vervaardigid en daarmede
litorflesschen hoog gevuld. Na sterilisatic en consrole
Bezaaide men allen met bacil n° 100 wit de stameultuur.
De bacil groeide niet heel sterk, een aantal (egschen
moesten eon tweede maal gegnt worden. De cultures
bleven staan van 10 Maart lof 24 April, waren dus £5

daven oud toen ze gefiltreerd werden. Voor de iltratie

werden de cultures uit alle flesschen bij elkaar gegulen,
semengd, daarin 0,5 %, earbol opgelost en op de gewono
manier gefiloreerd. _

Van het, filtraab ontvingen twee cavia’s (m° 9 en LO)
weer 0,8 em® pro kilo subentaan met hel volgende
resultaat: Beiden gingen cen flinke zwelling vertoonen
op de plaats van injectie, nameit progressief in gewicht

af, werden al zieker en zieker on guccombeerden op
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den 4% dag na de injectic. De obductie toonde duidelijk
aan , dat de dood door het diphtheriegif was veroorzaakt.

Hoewel men de cultures van bacil n°. 100 vrij oud
had laten worden, hleek dus de gifproductic daarin bij
deze tweede pi‘oef nog niet zoo sterk, dat 0,5 cm® pro
kilo subculaan binnen 48 wren doodde. Door cultuur
in dezen bouillon konden we het gewenschle regultaat

nog niel bereiken.

Proeven wet filtraten van cultwres tu denzelfder bowillon
wit  Cibils-vleeschextract, maor op verschillende tiden
gefiltreerd. )

Vergelish Profecol D.

Ken hoevoelheid bouillon werd op de gewone inanier
uil  Cibils-vleeschextract bercid en daarmoede gevuld
mediciintlosehjes van 500 grm. inhoud , zoodab elk fleschje
450 em® hevatte, Na sterilisatie en controle werden
ze bezaaid op 14 Maart met baeil n® 102 uit stamculluar.
De bhacil groeide zeer intensief. Op 80 Maart, dus na
16 dagen, werd ¢én fleschije gefilbreerd op de gewone
manier. en van heb verkregen filtraat direct bij cen
cavia 0,3 cm® pro kilo suboutaan ingespoten (cavia u°. 11).
Dit dier vertoonde den volgenden dag een weinig zwel-
ling, welke weldra vordween zonder necrose, en bleel
gezond.

Op 9 April, dus na 26 dagen, werd sen tweede flesch
oefillreerd en desellde dosis van hes filtraab bij een
andere cavia subeutaan ingespoten (cavia n’. 12). Db
dier vertoonde in de eerste dagen een vrij flinke zwelling
op de plaate van injectic, gevolgd door necrose. Het

A
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nam ook in de eerste dagen een weinig in gewicht af,
maar werd overigens niet ziek. Het necrotische gedeelte
werd dan ook later afgestooten en het dier genas.

Op 4 Mei werd een derde {flesch gefiltreerd. De
eultuur was dus toen 51 dagen oud.

De gowone dosiz van het filtraat werd bij cavia
n?, 18 subcutaan ingespoten. Dit dier nam in de eerste
dagen een weinig in gewicht af, vertoonde eéen flinke
zwelling gevolgd door necrose; maar heb mnecrotisch
eedecltc werd later afgestooten cn de cavia genas.

Zells na b1 dagen was er dus in de culturcs van dien
baeil in Cibils-bouillon niet genoeg eif geproduceerd, om
in een hoeveelheid wan 0,8 cm?® pro kilo subcutaan
toegediend , een cavia te dooden.

Procven met de filtraten van cultures in Liebig-bowillon
o e luchl en onder waterstof.
Vergel, procf XIL. Protocol E.

Deze bouillon was  geént met baeill n°, 101 wit
starncultunr.

Het filtraat der Liebig-bouilloneultuur aan de lucht
doodde het dier (cavia n°. 14) in 3 dagen. Hier had
men dus, volgens deze proef, een gil van vrij groote
sterkte, Of men nu met ecn bijzonder gevoelige cavia
te doen had, moel ik in het midden laten; de houillon
wag gcheel op dezelfde manicr als vroeger uit Lichig-
vleeschextract bereid, de cultuur had onder degelfde
voorwaarden verkcerd en de groel daarin was niet

opvallend sterk geweestl.

De cavia’s no 156 cn no. 16, dic met de filtraten der
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cultures onder H waren ingespoten ondervonden daarvan
niel het minste letsel.

Uit het resultaat van deze proeven zou tnen dus
geneigd kunnen zijn aan te nemen, dat de anaérobiose
een nadeeligen invloed heeft op de loxiciteit; echter
dienl men in het oog te houden, dat de onwerkzaam-
heid van het filtraat hier ook kan worden verklaard
uil den zeer geringen groci en het ontbreken der alkali-
sche reactie.

Proeven met de fillraten van cultures in bowillon bereid
wit wersch, en in bowillon wit oud rundvleesch.
Vergel. proef XIII. Protocol F.

Alle cultures waren geént met bacil n® 102 uit stam-
cultuur. De culbuur in houillon uit oud vlecsch was
21 dagen, die in bouillon uit wversch vlcesch 22 dagen
oud, toen ze gefiloreerd werd. Door het filtraat vau
den bonillon uit versch vlecsch, die gedurende 12 dagen
ongeveer zuur was geweest, werd de cavia n°. 17 niet
gedood. Het dier vertoonde slechts ecn geringe zwelling,
gevoled door een lichte, opperviakkige necrose. Het
scheen niet ziek en nam nict in gewicht af.

De eavia ne, 18, die met hel fltraat van den bouillon wic
oud vleesch, welke steeds alkalisch had gercageerd, was
ingespoten, vertoonde daarentegen den volgenden dag
een sterke sewichtsafname, terwijl er een geringoe
zwelling op de plaatz van injectie aanwezig was. Het
dier was loen reeds zeer ziek, ab niet moer en zat
inccngedoken in een hoek van zijn kool Den tweeden
dag na de injectie vond men het ’s morgens dood. De
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sectie bracht de typische afwijkingen wvoor den dag.
Die gterke gifproduciie was dug verkregen in een bouillon-
eultuur, dic steeds alkalizeh had gereageerd en zells
sedurende  verscheidene dagen een sterke infensiteit
dier reactic had vertoond, zooals in proef XIII is
semeld. Dit resultaal pleet dus sterk voor den gunstigen
invioed der alkalische reactie en aan den andercn kant
tegen de schadelijke werking van de gevormde basische
producten, zovals die door Brieemr wordt aangenomen,

Intusschen zou men kunnen meenen, dat hier,
hehalve de werking van het diphtherietoxine, ook die
van ptomainen in het spel wus geweost, daar het
vigegch eenigen tijd bij 20° was bewaard en dus in ccn
lichten graad van bederf had verkeerd. Het vleesch
ras wel verklenrd, maar liet slechts con geringe rottings-
lucht waarnemen, toen het voor de bouillonbereiding
werd gebruikt, Daarom trachtte ik na te gaan ol die
ptomainen cemigszins tob den dood van het dier hadiden
manmen bijdragen. Zooals reeds door de beroemde onder-
zoekingen van Paxouwm ') bekend is geworden, vernietigl
men de ptomainen nlelt deoor koken, zelfs niet wanmeer
dit uren lang wordt voortgezet. Daarentegen wordt,
zooals Rovx en Yersmy hebben gevonden, het diphtheriegif
reeds onwerkzaam door een kortdurende verhitfing
bhoven 60°. Een gedeelle van het filbraat van den bouillon
uit oud vleesch werd nu gedurende een hall’ nur in
kokend water gedompeld en daarvan 3 ¢M?® subeutaan
seinjiciserd Dbij cavia n°. 19, Zoocals wit het protocol

1) Pawum. Das putride Gift der Bacterien, die putride Infection
oder Tnloxication wnd die Septicimie. Virchow’s Arehiv. t. LX. 1874,




55

blijkt, ondervond het dier hiervan niel het minste letsel;
het word niet ziek en kreeg slechts in de eerste dagen

een zoer geringe zwelling op de plaats van injectie.

Frocven et de [iltraten van cultures in kalfsvicesch-
bowillon en in dengelfden lalfsvleeschbowilion et earb.
cale,, — wmet sulf. cale., — met corb. en sulf. cale. en —
et carb. cale. onder waterstof.

Vergel. proef XV. DProtocol G.

Deze bouillons waren weder allen goént met baeil
1’ 101 uit stameulluur.

Bij de f{iltratie waren de cultures allen 20 dagen oud.

Van de caviag met de filtraten van deze bouillons
ingespoton succomhbeerde allecn die, welke het filtraat
van kallgvleesclibouillon met carb, cale. had ontvangen
(cavia n". 22) en wel binnen 48 uren na de injestic, en
zonder twijfel aan infoxicatie met diplheriegil, zooals
de gectie lecrde.

De dieren, welke de Dbeide andere alkaligche filtraten
hadden gekregen, namelijk dat van boullon moet carb.
en smlf. cale. en dat wam bouillon mel carb. cale.
onder H. (cavia n® 28 en ne, 24), gmgén beiden een lichte
wwelling met opvolgende necrose verloonen, maar hleven
in leven,

De zure filtraten, namelijfk dat van bovillon met sull.
cale, en dat van kalfsvleeschbouillon alleen, veroorzaal-
ten slechts in de eerste twee dagen cen zeer lichte zwel-
ling (cavia n% 20 en nd 21).

Uit dit resultaat blijkt dus duidelijk de voordeelige
invloed wan het alkalisch blijven der reactie en levens
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de nadeelige werking van het sulf. cale. Bij cavia
n°. 21 kan men de geringe toxiciteit nog toeschrijven
aan de zure reactie, maar bij cavia 1°. 23 had de cultuur
steeds alkalisch gereageerd en lag het dus voor de hand
om uan te nemen, dat het, door de aanwezigheid van
sulf cale. volgens Brmmeme gevormde, ammoniumsulfaat
een nadeslien invlced op de gifproductic uitoefende.
Door den gunstigen invloed der alcaliciteit vertoonde hel
filtraat, bij cavia n° 23 ingespoten, toch nog meerders
workzaamheid dan dat bij cavia n. 21 ingespoten.

Procven et de filtraten van cullures in Cibils-bowillon
en i denzelfden Cibils-bowillon met carb. cale., — et

sulf. eale., met carb. on suwif. calc. en et carb.
cale. onder wwaterstof.

Vergel. progf XV. Prolocol H.

Al deze houillons waren geént met diphtheriebaciln®. 101
wit stamenlonur.  De cultures waren 21 dagen oud, toen

ze gefiltreerd werden. Zooals wij reeds in proel XV
vermelden, reageerden allen alkalisch en wel zonder
duidelifk verschil in intensiteit. Volgens de resulfaten
der vorige proeven konden we nu verwachten, dat hes
filtraat van Cibils-bouillon alleen, en dal van Cibils-bonil-
lon met carb. cale. niet belangrijk in werkzaamheid zou-
den verschillen,

De giftigheid van de filtraten van den bouillon meb
sulf. cale. zou echter volgens de aangenomen werking
van dil zout minder groot zijn.

Het filtraat der cultuur onder I, zon, alhankelijk van
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den geringen groel, eveneens maar zwak toxisch zijn.

Laat ons zien in hocverre de resultaten aan onze
vaerwachiingen beantwoordden.

De cavia ne, 25, met het filtraat dor cultuur in
Cibils-bouillon alleen ingespoten, stierf binnen 48 uren.

De cavia n° 27, welke het filtraat van Cibils-bouillon met
carb. cale. gekregen had, vertoonde een progressieve ge-
wichtsvermindering meot sterke zwelling, gevolgd door
neerose op de plaats van injectie, en stierf op den 7den
dag na de inspuiting. Volgens de obductie moest men
den dood aan intoxicatie met diphtheriegif toeschrijven.

Het 18 mij niet geheel duidelijk geworden, waaraan
dat belangrijk wverschil m giftigheid to wijten is. Uit
het resultaat, dab de sectie van vavia n’ 25 leverde,
valt echter niet met voldeende zekerheid den dood door
diphtheriegif op te maken. Het dier vertoonde geen
hyperaemie der bijnieren en had een zeor stork door gas
mtgezette maag. Den dag na de injectie was het nilel
merkbaar zielk, terwijl het slechts zeer weinig in ge-
wicht was afgenomen. Den 29 dag na de injectie
echter, werd hot pletseling s morgens dood gevonden.
Het is dus nieb onmogelijk, dat de dood van het dier
door een andere corzaak, waarschijnlijk met de sterk
nitgezette maag in verband sbaande, was verhaagt.

Tesen mijn verwachting ging nu ook de cavia
n'. 26, welke met het filtraat van Cibils-bouillon met sulf.
calc. was ingespoten, sen progressieve gewichtgvermin-
dering vertoonen en werd al zieker en zeker, zonder
plaatgelijke zwelling. Op den 5% dag na de injectie werd
het dier dood gevonden.

De seetic bracht licht. Het bleek daarbij, dat bij de
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inspuiting de canule te diep was ingestooten en in de
buikholte was terechtgekomen. Het dier had dus, in plaats
van een subcutane, cen intraperitoneale injectie ontvangen.
Men vond subcutaan volstrekt geen cedeem , maar aan het
peritoneuin parietale, oversenkomende met de plaats
van injectie, afzelling van fibrine, De geheele peri-
toneaalholte en ook de pleuraholten waren met een sterk
haemorrhagische viloeistof gevuld. De bijnieren waren
licht hyperacmisch.

De cavia n°, 28, welke het filtraat van Cibils-bowillon
met earb. on sulf. ¢ale. ontvangen haid , rcagecrde daarop
totaal niet. N2 29, welke het filtraas van de culoaur
ender H. gekregen had, vertoonds slechts enkele dagen
een lichte zwelling.

Bij nadere beschouwing waren dus de resultaten van
deze proeven met Cibils-honillons , wab befreft den gunsti-
oen invloed der alkalische reactie , niet in tegenspraak met
onze bevindingen in de vorige prosveil

De resultaton bij cavia n% 24 en ne. 29 verkregen
pleiten zeer voor den gunstigen invloed der anatrobiose
op de giftigheid eener culbuur, wanneer deze slechts
alkalisch bljft reageeren. Immers den zeer geringen
eroei in aanmerking genomen, welke in de cultures onder
1 had plaats gegrepen, was de werkzaamheid van de
filtraven dier eunltures bepaald cen sterke te noemen.

Nadab uit de veorafgegane proeven was gebleken, dat
de asterkste giftproductie had plaats gegrepen in den
alkalischen  bouillon bereid wuit oud rundvleesch en
in den, door toevoeging van carbonas caleiens, alkalisch
sehouden bouillon, bereid uit versch kalfsvleesch, nam

ik een bouillon bereid wit oud rundvleesch, waaraan ik
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tert overvloede nog earhonas ealeicus toevoegde, om, indien
er nog eenig zuur werd. gevormd, cok die kleine quan-
titeit dadelik te binden. Zoodoende, moende ik, zouden

de omstandicheden zoo gunstig mogelijk moeten zijn.

Prosven met de filtraten van cultwres in bowillon bereiil
wit oud rundvicesch, waaraan carb, cale. Was toegevoeyd.
Vergelijh Prolocol 1.

Gehesl op dezelfde wijze, als in proef XIT is
beschreven, liet men ecn stuk versch rundvleesch
eenigen  tijd bij ongeveer 20° slaan on hercidde toen
daarnit bouillon. Deze bouillon werd verdeeld in medi-
cijnfleschjes van 500 ¢M?® inhoud zoo, dat elke flesch
450 cM* hevatte, dus hoog was gevuld. In elke flesch
werd cen voldoende hoeveelheid earb. cale. gedaan,

De bonillen werd bezaaid op 3 Mei met diphtherie-
bacil n°. 102. De bacterién groeiden uitslekend.

Op 27 Mei, dus na 24 dagen, werd de cultunr uit
één der flossehen gefillrecrd. Op 28 Mei, te 11 ure vam.,
werd van het (iltraat 0,3 eM?® pro kilo bij een cavid
van 660 grm., dus bijzonder zwaar, subcutasn mge-
spoten (cavia n° 30). Dat dier was den volgeniden dag
ziek, vertoonde een weinig zwelling op de plaats van

injectic en was sterk in gewicht afecnomen ; het stierf

dan ook noz op denzelfden dag ‘savonds te 6 ure,
dus binnen 36 uren na de injoctie.

De . abductic bracht de btypische pleurifis serosa en
storke hiyperaemie der bijnieren aan het licht.

Op 8 Juni werden de cultures uit de overige flesschen
bijeengegoten en daarna cefiltrecerd. Om den graad van




90

giftigheid van dit filtraat te leeren kennen, werd nu bij
een cavia 0,2 oM® pro kilo (cavia mo. 81) en bij een
andere 0,1 e¢M® pro kilo ingespoten (eavia n°, 32).

De cerste, welke 0,2 e¢M?® pro kilo had onbvangen,
was den volgenden dag ziek, vertoonde een duidelijke
zwelling en stierf op den lweeden dag na de injectie,
dus binnen 48 wuren, De sectic toonde woer pleuritis
serosa en hyperaemic der bijnieren aan.

De [weede, welke 0,1 ¢M® pro kilo had ontvangen,
vertoonde op den dag na de injectie eveneens ecm duide-
lifke zwelling en was ziek. Den volgende dagen bleef
het dier die zwelling behouden, werd al zisker en zicker,
nam in gewicht af en stierf op den 4dn dag na de
injectie.

0,2 ¢M?® van het filtraat dicr 81 dagen oude cultuur
doodde dus nog 1 kilo cavia hinnen 48 uren.




RESUME.

In korte trekken samengevat, luiden derhalve de uit-
komsten van mijn proeven, als volgt:

In licht alkalischen voedingsbouillon produceert de
diphtheriebacil alleen dan een Zoo eroote hoeveelheld
zuur, dat de voedingsvloeistof een zure reactie aanneemt,
ale zich in dien bouillon zekere hogveelheid glucose ol
glycerine bevindt.

I bouillons hereid uit versch rund- of kalfsvleesch
is, naar de crvaring leerl, bijua altijd een z00 groowe
hoeveslheld glucose aanwezig, dat de reactie , onder
invlocd van de ontwikkeling van den bacil, zeer duide-
lijk zuur wordl.

Daarentegen is volstreks geen omslag der reactie (e
constateeren . als men den bacil kweekt in bouillons wit
vleeschextracten (Liehiz, Kemmerich, Cibils) bereid.
Voegt men nu asn dergelijke bouillons, die dus blijkbaar
zeer weinig of gesn glucose bevatten, ecn zekere hoe-

veelheid druivensuiker toe, dan treedt de zure reactie




na zokeren tijd in, terwlil de intensiteiv dier reactie
alhankelijk is van de loegevoegde hoeveelheid suiker,

De zure reactie, die in bouillons wit verseh vlcesch
bereid is ingetreden, maakt in zeer vele gevallen weder
plaats voor een alkalische; voor dien lweeden omslag
der reactie Is des le mecr tijd noodig, naarmale het
vicesch ecn grootere hoeveelheid glucose bevat. Door
boevoeging van verschillende hoeveelheden druivensuiker
aan een bouillon, die zonder die toevoeging bleek alka-
lisch te blijven, kan men in dien bonillon een tijdelijke
of cen blijvende zure reactie docn ontstaan.

In suiker- en eiwitvrije urine produceert de diphtherie-
bacil geen zuur. In urine van een diabeticus of in
oorgpronkelijk  suikervrije urine, waaraan een weinig
glucose is toegevoegd, wordt zuur gevormd.

ITet feit, dat af en toe in bouillons bereld uit rund-
of kalfsvleeseh de zure reactic niet kan worden gecon-
stateerd, is zonder twijlel in de eerste plaats hieraan
toe ‘te schrijven, dat het gebezigde vleesch reeds eenige
dagen ond was,

In bouillons, bereid uit een en hetzellde gtuk vleesch,
doch zoo, dat men een deel daarvan in verschen foe-
stand, cen ander decl nadatv het eenige dagen is hewaard
geworden, voor die bereiding bezigt, kan men den in-
viced van het oud zijn van het vleesch gemakkelijk
congbatecren, :

De preudo-diphtheriebacil verhoudt zieh, met betrek-
king ot de zuurproductie in genosmde boulllons, geheel
als de echte diphtheriebacil. Alleen valt op te merken,
dat, in tegenstelling tot den echten diphtheriebacil, de
pacudo-diphtheorichacil een ietwat grooterce hoeveelheid




sulker behoeft, om cen omslag van de corspronkelijke,
alkalische reactic teweeg e brengen. Daarom blijft dien
omslag wit (ZarNiko en Escumriom), als toovalligerwijze
de gebezigde bonillon een relaticf kleine quantileit glucose
bevat.

Het toslreden der dampkringslueht ogfent op de reactie
der diphthericcultuur cen manifesten invieed uib: de
cenmaal zuur geworden diphtheriecultuur blijft die zure
reactie beliouden, alg het toctreden der lucht is verhinderd,
Door rijkelijken tocvoer van lucht aan de zuur geworden
culluwr slaat de reactie in hetrekkelijk korten Ujd weder
in een alkalische om cn wel door snellere oxydatie der
N-houndende stoffen (Roux).

Wat de gifproductie van den diphtheriebacil betreft,
oo lijdt het geen twijfel, dat de zure rveackie der
vocdingsvloeigiot’ daarvoor nadeclig is. Zoo lang de zure
veactle bestaat, bezit het filtraat der culluur nagenoeg
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een vergiftige eigenschappen., Om snel en zeker een
sterk diphtheriegif te verkrijgen, moet dus, in de aller-
cerste plaats, op de rcactic worden gelet en het zuur
worden van den bouillon (egengegaan. Daar om andere,
niet nader bekende oorzaken, doch waarschijnlijk in
verband staande met de inconstante samenstelling der
vleeschextracten, in bouillons daaruit bereid, de gifpro-
duclie meeslal veel geringer is, dan in houillons wit
rund- en kalfsvleesch vervaardigd, zal men van eerstge-
noemde, schorm #ij alkalisch blijven, niet met succes
gebruik kunnen maken.

Men is dus genoodzaakt met vleeschbouillon te arbeiden
en kan nu den schadelijken invloed der yure reactic
elimineeren, wooreerst door het vleesch oud te laten
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worden en ten tweede door aan bomillon, hetzij mt versch
vleesch, hetaij uit oud vieesch pereid , carbonas calelens
toe te voegen. Om zeker te gaan verdient het aanbe-
veling het vleesch oud te laten worden en aan den
daaruit bereiden bouillon desniettemin carbonag calcicns
toe te voegen. Deze methode verdient de voorkeur
boven dic, welke de ingefreden zure reactie snel neu-
traliscert door toevoer van lucht en wel om deze reden,
dat de lucht de werkzaamheid van het diphitheriegil
verminderd.

Om die reden ook is het waarschijnlifk, dat cen
diphtheriecultunr onder waterstol gekweekt een sterk
oiftic filtraat zoude leveren, indicn men slechts den
diphtheriehacil onder die omstandigheden krachtig konde
laten groeien.

Het bovenstaande gecft een plaugichele verklaring
van de vroeger hesproken tegenstrijdige resultalen,
wellkke verschillende betrouwbare onderzoekers by de
gifberciding hadden verkregen.

Voareerst is de sterke gifproductie, welke in de inlel-
ding is vermeld, zecr zeker te wijton aan het feit, dat
de gebezigde bouillon door cultuur van den diphtherie-
pacil niet zuur werd gemaakt,

Bvenzoo zijn de schijnbaar 760 omverklaarbare resul-
taten , welke KUPRIANOW verkreeg, ong duidelijk. Immers
hij constateerde de sterkste gifproductie in den houillon,
die oorgpronkelijk een vIi) sterk alkalische reactie
bezat, torwijl in zin andere bouillons, die aanvan-
kelijk neutraal of zuur reagcerden, resp. een veel
swakker of in het geheel geen gif werd cevormd.
Kueranow gebruikte bouillons, die zonder toevoeging
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van glucose werden vervaardigd; hij had dus bij die
proeven den boullon loevallig bereid uil vileesch, waarin
zeor weinig of geen glucoge voorkwam. Het vermoeden,
dat. hij opperde mnaar aanleiding van bovengenoeind
resultaat, namelijk, dat afgezien van de virulentie der
.'L‘lelbi_Uﬁl.i', de praad van alealicileit van den bouillon het
voornaamste moment bij de gifproductie zoude zijn, heb
ik dus in zooverre bewaarheid gevonden,

Dat Kuepriawow In een bouillon, welke schijnbaar
gcheel op dexelfde wijze was hereid als die, waarin
hij wvroeger zoo sterke gifproductie kon constateeren,
bij een lweede proef slechts een veel zwakker gif kon
verkrijgen, is ook weor te verklaren door aan te nemen,
dat hij, in dit Iaalste geval, toevalligerwijze vleesch
met een  hetrekkelijk hoog glucosegehalte wvoor zijn
bouillanbereiding bezigde.

Blijkbaar zijn ook de ongunstige resunltaten, die BEHRING
bij zijn gifberciding in het groot verkreeg, hieraan te
wijten, dat hij niet heeft gelet op de reactie zijner cul-
tures. Volgens onze bevindingen is de zure reactie van de
overgroote meerderheld dier eultures, wel waarschijnlijk
de oorzaak, dat daarin geen gif werd gevormd, dat
de sterkle van zijn normaalgil bereikte.

Wat betreft de resultaten, die in het laboratorium
alhier waren verkregen hij ftocpassing van de door
Roux aanbevolen methode om cen sterke gifproductic te
verkrijeen, wellke resultaten, zooals ik in de inleiding
heb vermeld, geheel in strijd waren met die van Roux,
zoo wil ik in de eerste plaats herinneren aan den ver-
zwakkenden invleed van den ruimen luchttoovoer op de
werkzaamheid van hel diphtheriegil, Immers het is
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hekend, dat het diphtheriegil veel van zijn kracht verliost,
wanneer het geruwimen tijd in contact blijft met de
lacht. In de tweede plaats dient men ook (e letten
op den voordeeligen invioed, die de methode kan hebben,
omdat, door de meerdere pxydatic van N-houdende
stoffen in de culluur, ecn sterkere alkaliproductie en
aldus een sneller omslag van een eventuecl ontstane
gure veactie plaats grijpt. hoofdzaak moet dan ook
doar den korten duur der zure veactioc, de sterke gif-
productie, welke Roux meb zijn mebhode verkrijgt,
worden verklaard. Het is echier duidelijl, dab n
cultures, waarin de diphtheriebacil geen zunr vormb,
gokk de bovengenoemde voordeeligs invloed van den
ruimen lachttoevoer zich niet kan doen oelden. Integen-
deel, in zulke cultures moet men den  nadecligen
invloed, namelijk het vernietigon van hat, gif door het
ruime  contact met de luchf, n zijn volle kracht
waarnemen, Wannecr men nu onderstell, dat in de
calturcs, die voor de proef in de inleiding vermeld
dienden, de diphtheriebacil geen zuur produceerde , dan
kan men begrijpen, waarom in dib caval de volgens
Roux’s methode behandelds cultures een wnwalkkere
oiftigheid vertoonden, dau die, waarover geen lucht
werd gevoerd. et was inderdaad geconstateerd, dao
heide soorten van cultures TNa korten tijd alkalisch
reageerden.,

Zoo ben ik dus door mine uitkomsten in staat
de sows zoo tegenstrijdige resultaten te verklaren van
alle wvroeger genoeinde onderzoekers, behalve die van
SCHEURLEN.

Al mijne bevindingen zijn in lijnrechte togenspraak
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met de opvatting van ScHEURLEN, zoowel wanuveer hij
meenb, dat de focvoer  van lucht in het geheel geen
invlieed hectt op de gifproductie, als wanneer hij zegrt,
dat de culbures juist zuor moeten roageersn om ecn

hoogen graad van giftigheid te bezitlen.

~t
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Protocel A.

Proeven met de filtiraten van culturcs in denzelfden kalfavlecesch-
Vergelijk |

[ | Diosis
. Datum van .. ., - .
Gewieht. S TOXIN K (0,3 pro kilo
mjectie. ‘ )
! | cavia.
|
| |
I 950 grm, | 5 Maaxt ‘98 filtraal der enliunr iu bouillon, ‘ 0,075 |
h n. m. ‘ wadraan toegevocgd - ‘ ‘
o 7 v |
| 0.01 9, glucose. | \ ‘
| 19 dagen oud. i
|
| | |
| 405 grm. 5 Muart 95 | filfraal der calluue in bouillon., 0,121 |
i BT waaraan toegevoegd : ‘ |
‘ 0,01 v, elucose. '
| ! 19 dagen ond. w
|
|
‘ |
265 wruw, | 5 Maart ‘95 | Glicaal der eunltunr in bouillon, | 0,079
(5] ., waaraan toegevoosd :
0.1 Yy glueovse.
19 dagen ond.
‘ Z
|
|
|
fltraat der enltuny in bonillon. | 0054 |

| 180 grm. ‘ 8 Muart 95
b p. m. | wagr

an tocgevoezd :

' 0,6 % glnense.

‘ ‘ ‘ 19 dagen oud. ‘




Lie]

il
‘ bouillon, waaraan toegevecgd: 0,019 . 0,1 %, , resp. 0,6 Y, glucose.

proef [V en V. -

\“‘ ———— —— ———
|
T U T s e U
|
L 6 Maarl, lichte zwelling op de plaats van injectic. gew. 265 grm.
| i w  storke zwelling, gew. 250 grm,
9 % » ) gew. 270 gvm.
9 »  Lehte zwelling, secrose, gew. 280 grm.
10 » » 7 » aew, 290 grm,
1 »  meerose, gow, 290 grm.
13 »  boginmende demarkatie. gew. 200 gri.
Het neerotisch godeelte werd later algostooten en de cavia bleef gezond.
f Muart, vrij slerke zwelling op de plaats van injectic. gow. 415 grm.
7 » sterke zwelling, gew. 305 grm.
8 ) » bl guw. 400 orm.
| 9 »  wrij sherke zwelling, ncerose, gew. 400 grm.
10 w  lichic swelling, necrose, gew. 400 grin.
11 » negroge, sew. 405 grm.
14 »  heglunende demarkalic, gew. 425 gim.
Hol neerotisch gedeelte sloot zich later af on de cavia blyfe gezond.
6 Maart, Hehte zwelling op de plaats van injectie, gew. 250 g
7 y  shorke zwelling, gew. 266 orm.
8 »  sterke zwelling, liehte necross, gew. 290 grm.
9 y  lichte zmwelling, necross, gew. 305 gvm.
10 » » W » gew, 300 grm.
‘| 11 B uecrose, gew. 200 grm.
13 i beginmende demavkatie, gew. 810 grm.

Het ncerotisch gedeclte stoot zich later af en de cavia hlijft gezond.

6 Maart, zeer lichie zwelling, gew. 195 grm.

| 7 n geen zwelling, sew, 195 prm.
| 8 B ) b gevr, 215 grm,

De cavia vertoonde verder ook meen zwelling of necrose en bleel gezond.
) g <
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Protocol B,
Proeven met de filtraten wvan culbures in bonillong hereid nib:
zoutoplossing. Vergelijk

Dosis
Cavia DDatnm van ] s I
" Gewisht | T0XINL 0,3 prokilo
n. mjectie.

eapvia,

5. 970 erm. |26 Weby. *05 | filtrant der culluur in Tdebig- 0,081
4 n. m. | honillon.
) dagen ond,
0. 910 grm. |26 Fobr. 95  filfeaat der eultunr in Kemmerich- | 0,068
4 m. m. bauillon,
Y dagen oud.
|
|
‘ .
| |
= = 3 ey | - 1
T 215 grm a6 Tehr. 95 | filtraat der culluwr n Cibil- | - 0,064
R bouillon. |
19 dagen oud.

. keukenzoutoplossing.
19 dagen ond.

\
\

8. 918 grm. “’h T'( b, [ Altraat der enltour in pepton- 1,064
!
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Lichie-, Kemmerich- en Cibils-vleeschextracy en in pepton-keuken-
Proef VII.

RS UL A A q.

W

Telbir., gerinve zwelling op de plaals v i oew, 250 prm.

Cn =a

»  flinke zweling, gew. 280 gy,

1 Mazsl, » 9 gew. 290 grm,

o Lichte zwellinw, neerose, gew. 300 grm.
5 0 » » B oew. 500 orm.
4 v  mneerose, gew. 310 grm,

9 2 ?u;umn(lc dernarkatic, gew, 310 grm,

‘ Ieb nearotisch gedeelte wordt later afgestooten en het dier blijft gezond.

Febr., zeer lichte zwelling op de plaats van injectie, gew. 220 grm.

8 ) sterke awel Hing , gew. 205 grou
1 Maars, » » ew. 200 grm,

(2
£ 1

2  »  vrij sterke zwc]lmu;, neerose, gow. 200 e,
3 B lichte =welling, necrose, gew. 200 grm.
. 4 » neerose, gew, 196 grm,
5 » » Dier iz miek. gew. 190 grm.
fi W et dier wordi *s morgens dood gevonden, gew, 185 grin.

Seetiz: diepgaande noerose op de plaats vuu injectic. (icen peritonitis, geen
| exsudaad in de horstliolle, alle crganen normaal.

21 Febr., zeer lichie zwellmg op de plaats van injeetie; gew. 226 grm.
w  sterke zwelling, wew. 285 gim.

2
oo

Maart, » » G

1 pew. 280 g,

2 - » - vrj sterke zwelling, noerose, gew. 200 grm.
g B oo » ¥ gew, 190 aril.
4 3 neerose, wew. 190 grm,

e 3 Dier is ziek. gow. 185 grm

6 B » Dier is zick, gew. 170 grin

Hel dier sterfl s avonds.
Seetie: diepgaande necross, seen perifonitis, geen exsudaat in de horsthalte,
alle organen mormgal.

27 Pehr., zeer lichte zwelling op de pladts van fiectic, gew. 255 grm,
28 3 geen zwelling, gew. 240 evm.
1 Masvt, » y

gew. 250 grm.

K ™
2: 1 2 » gew. 266 gim.

t dier wast ook verder seen zwelling en neerase vertoouen en blijll gezond.




Protocol C.

Proeven met heb

102

filtraat van 45 dagen oude enltures in denzeltden t

Cavia

nd.

Gewichl,

. Dosiz
Datum vai |

| drjectie .
| CAVIH.

TOoXINE 0,3 pro kilo

10,

400 grin.

413 grm.

125 April 705 | fltzast der onder elkaav

ge- | 0.120
12 m. mengde enliures in bouillon- |
Kemmerich.
|
45 dagen ond.
\
25 Apeil 95 filfraat der onder clkaar ge- 0,124
il mengde enltures in bounillon- |

Kemmerich,

45 dagen oud.
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bowillon bereid unit Kemmerich-vleeschextract,

ROHN B SR

96 April, duidelijke zwelling op de plaats van injectie, gew. 370 grm.
2

97  » dlinke mwelling, gew. 340 grm., Dier is stil.

) B » Iet dier is zek. gew. 385 grm.
| =
" » W Het dier iy zeer ziek., gow, 320 grm.

Bterlt 's namiddags ten 3 ure.
Sectie: plenvitis serosa. Hyperaewia gland. supraren. Vrij sterk ocdeem op

de plauls van injeclic, overigens alle organen nermuul.

26 April, dnidelijke zwelling op de plaats van injeclic. gew. 385 grm, 1
| [ Y 2
| 97 u flinke zwelling. Dier is stil. gew. 345 grm. ‘
98 » p) b Dier is ziek. gew. 325 grm,

99 »  wordt *s morgens dood in het hok gevonden. gew. 310 grm.

Sectic: als van eavia n®, 9.




Protocel D.

Proeven mel de [ilraten van cultures i denzelfden bouillon wt:

104

l’i

Cavia
no

Gewicht.

Datum van

mjeetie.

I

Dosis
0,3 pro kilo

cavia.

JHE

400 grm.

465 grm.

40 grm,

|
30 Maart 195 | filtraat van een cultomr in houil- ‘

4. 30 n. 1w

lon-Cibils.

16 dagen ond.

9 April *95 | filtraat van een culluuwr in bonil-

1,

4 Mei 95
10,30 v. m.

lon Cibils

i

28 dagen oud-

| Rltraal van een eultuur 1 houil-

lon-Cibils.

51 dagen omd.

0,120

0,139

0,102



Cibils-vleeschextract, maar op -verschillende tijden gefiltresrd.

105

RESUDL®A AT

Al

Maaxt, w

April, zeer weiniy zwelling.

inie zwelling op de plaats van ljeetie

» geen zwelling.
ITet dicr bleef gezond.

April, duidelijke zwelling op de plaats van injectie, gew. 440
B » ]

w. 440 erm,

) ) i neerose, gew. 445 grmu

Tlet necrotiseh gedeelte werd later afgestooten en het dier genas.

Mei, duidelijke zwelling

» sterke zwelling,

5

v awelling, necrose

Het necrotisch zedeelte werd later algostootew en het dier genas.




Protocol E.
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Proeven met de filtraten van culbures in Liebig-

Vergelijk !

Dosis |

Cavia . Datum van N ! ) ol
] | Gewichs. = o X 1IN . 10,3 pro kilo
il mjectie. ) |
‘ ‘ cavid. |
| | |
| | |
4. | 465 grm. |28 Maart 95 | filtraat der cultnue in Liebig- (.139
= | | L, L
L I i | bouillon asum de luchf.
? | 19 dagen ond.
|
|
| | |
| | ‘
15. 5¥o grm 28 Maarh; *95 | filiraas der enltnur in Lichig- 0,157
O |‘ honillon, welke gedur. 16
| | i .
‘ - ‘ dagen onder H had gestaan.
\ \ ‘ 19 dagen oud. |
LG . ‘ 470 grm. ‘ 20 Muart 98 | filtvaat der cultnur in Liebig- 0,141

' 12 m. houillon, welke gedur. 18

dagen onder H had gestaan.

19 dagen oud,




Dowillon aan de lucht en onder wat
broef XTI, '

S —
| RoES OLT A A

\
99 Maart, vrij sterke zwelling op de plaals van injectis, gew. 415 grm.

a0 »  [inke zwelline, Het dier is ziek, gow. 380 gym.,
S » » Hat dier iz zeer zek, cew. 365 grm.

Sterlt ’s namiddags ten 4 ure.
Sectie: pleuritis serosa.  Hyperagmia gland. supraven. Vrij sterk ocdesm op

de plaats van injectic, overigens alle organen normaal.

99 Maart, geen rwelling, gew. 476 grm.

=
C 80 » » gew, 210 grai
8L » » » gew. B30 grm.

. Do cavia blijit gezond.

31 Maart, geen zwelling . gew. 465 grm.
1 April, » 5 gew. 465 grm.
De eavia blijfe gezond.
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Protocol F.

Proeven met de filtralen van culbures in bouillon boreid v Ve
Vergelifk b

. | Tosis
Cavia Datiun van

(ewichi. . ‘ S T R 0,3 pro kilo
1t mjeetic. | [ .
i QAvi.
| | | ik
[ ‘ | ™
i | ags e 99 April ‘95 | filtraat der enliuur 0 bowillow | 0120
[T,30 w. . heveid uit verseh vimdvleesch.
\ ‘ ‘ 929 dagon ond.
| |
| |
i ‘ |
18. | 895 grm. | 22 April 95 filtraat der enltnor in houillow 0,120 |
{ ‘ 11,30 v. m. bereld wit wid rundvleesclh.
‘I . 21 dagen ond.
19, 580 erm. |25 April *96 hetzellde fltraat als cavia n° 8,0

12 m. 18, nadat hel gadurends één
[ hall aor in kokend walsr was

wedompeld.




fergeh en i boudll

Droet XTII.

no

ot bersid uwin ongd randvlessch.

R B8 U LT A A T
—
13 Aypril, geen zwelling, gew. 410 grm.
34 »  zeer lichte zwelling, gew. 400 grm.
25 D 0] » ‘-i mew, 410 erm.
26 D] » ! B gew. 400 grm.
| 37 v opperviakkige necrose, gew. 400 grm.

D

(5o
=

Hef, neerotiseh vedeslie sloof zich weldra al en

April, geringe zwelling.

Het dier is sdek, gew.

3560 grm.

de cavia blift

szond.

a8
c

p  Het dier wordl ‘s morvens dood gevonden, gew. 300 grm.

Seatie: licht ocdeemn op de plants vam ihjectie.

In beide pleuraholten veel licht haemorrhagiseh vocht
De beide bijuieren zijn sterk hyperaemisel. Overigens alle organen normaal.

Ayril, zeer lichte zwelling,
B D) b »
D » » »
P geen zwelling, gow.

dier gaat ook verder geen zwelling

gew. 580 grm.
gew. 580 wrm.
gew. 580 grm.

h80O grm.

vertoonen en blijtt

gezond.




Proeven mot de filtraben van cullures in kalfsvleesehbouillon en i

qaley
Protocol G.

(¢

met carb, en sulf. cale., — met carb, cale onder walergtol. ¥
?

[ | |
. ‘ ‘ | Dosis ‘ |
Cavia | , Dalnm van | o \ ‘
Gewicht. 1 T XTI NE 0,3 pro IUIOI

ni., \ injeciie. _
‘ AT,
| | —""
, .
20. ‘ 480 grm. |29 Apiil "05 | filtraat der * eultunr in kalfs- | 0,144 |
| | b n m vleesehbouillon, '

20 dugen oud.

| | ~ | |

i &
2L, 480 grm. 29 April 795 | filtraat der culjunr in kalfs- 0,14 |
{ | 5 n.om. vlegschbouillon met sult. cale. a
] l 20 dagen ond. ’

22 506 grin. :EZH April 95 fltraal der culbuny in  kalls- 0,157
I R T 2 vleegchhouillon met each. eale.
\ 3() dagen oud.
‘ |
|
| |
9%, | 520 wrm. |29 April “95 | filtraal der enltuur in kalfs- 0,156 |
| 0 5
| 9 m, M. vlecsehbouillon mef carh, en
\ sulf. eale,
20 dagew oud.
| \
|
i | ; _
24. | 520 grm. |29 April '95 filtraab der culiuur i kalfs- 0,156

B 1. . vlessehbonillon met earb. eale.,
N walke gédur. 19 dagen onder
H had gesbaan,

\ 20 dagen ound.




1Ll

"“nm:lrm =0 kalis

Vergelijk proef XV,
S

2

[ —

hbouillan, met ea eale., — met sulf, eale.,—

1R B 1 L o Ve

30 April, zeer lichto zwelling op de plaats van injectie, gew. 460 grm.
1 Mei, » » » gew. 450 grm.
2 » geen zwelling, gew. 470 ¢

et dier gaat ook verder geen /Welhuu meer vertooncn en hlijft gezond.

30 April, zeer lichte zwelling, gew. 470 grm.

I Mei. » B B gew. 490 grm,
2 en zwelling . gew, 800 grm.
Tlet dier gaat ook verder geen zwelling mecr vertoouen on blifft gezond.

30 April, geringe zwelling. Fot dier is zick, gew. 470 grm.

1 Mei. Tlet dier wordh s morgens vroeg dood gevonden, gew. 410 gram.
Seetie: gering oedeem op de plaats van injectic.
Tu beide pleuraholten veel heldere vlocistof.  Sterk hyperaemische bijnieren.

Overigens alle organen normaal,

30 April, zeer lichic zwelling, gew. 510 gm

1 Mei. lichic zweiling, gew. 500 grm.

gy 0 ) gew 015 grin,
5 3 3 9 gew. 505 grm.

i zoor lichte zwellimg, necrose, gew. 520 grm.
5 » mnecrose, gew. hlb grm.

Hot necrotiscli gedeslte stool zich later af en de cavia blijft gozond.

| 30 April, zeer lichte mwelling, gew. 510 gym.

| 1 Mei. lichte zwelling , gew. 500 grm.

20 b W gew. alla srm,
‘ & e
a » D) » gew. blh g,

4 » neerose, vew. 51b grm.

Het neerotigeh gedeelte stoot zich later af en de eavia blijft werond.




Protocol H.

Proeven moet de
met carb. en sulf. cale, —

112

flkraten

Vall

caltnres in Cibels

Thouillon en 12
met carb cale, onder waterstof:

Dosis

C;Lvin Datwin van ! = E i
Gewicht, | . . . | T OxXINIL | 0,3 pro kilo
11, | lmjectie. ‘ ‘ .
. | cavia.
| | ‘.
B | _ o
95 490 grm. 1 Mei 95 ‘ Aliraat der cultmur in Cibils- | 0,145
| B oo om | houillon.
91 dagen oud.
| i
| |
‘ .
\
2, 480 grn. ‘L 1 Mei '95 | filfvaat der cultuur in Cibils- 0,129
| 3 u. m. henillon met salf. cale. |
? ' 21 dagzen ound. l‘
i

530 grm.

b4 grm.

(o)
@

EO .
520 grm,

1 Mer °
2

e

.

1 Mei "95

o T, 1.

! filfraat

| ieaat der coltnur in Cibils-

fltraat der culinur in Cibils- 0,159

howillon met ecarb. eale.

21 dagen cud.

der eultuur in Cibils- 0,162
benillon met carh. ensall eale. |

21 dagen oud.

0,156

houillon, welke gedur. 20

dagen onder H had gestaan.

21 dagen ond.

i

|



fenzelfden Cibelshouillon mot carh. cale., — meb sulf, cale., —
Vergelijk proef XV.

\ ROBIR O T T AN T

| 2 Mei, zeer geringe zwelling op de plaals van injectic, gew. 480 grm.

T

» Het dier wordi *s morgens dood gevounden, gew. 460 grm.
‘ Sectie: Twer weinig oedeem op do plaats van injectie. Veel helders vloei-
stof in de pleuraliolten. Geen hyperaemie der hijnieren. Zeer sterle door

gns uitgezette mang.

2 Mei, geen zwelling, gew. 435 grm.
3 » » » gew. 405 gro.
4y » » Hel dier s zick, gew. 400 grm,
BB D o » » » » gew. 380 grm.
6 » Het dier wordt *smorgens dood gevonden, gew. 380 erm.
‘ Sectie: Geen oedeem op de plaats van injectic. De peritoncaalholte en de

beide ploaraholten bevatten zeer veel, sterk haemorrhagische vioeistof. Op de
l plaats van injectic aan het peritonewm parietale vindt men een afzetting van
| fibvine. De bijnieren eijn licht hyperacmisch, de niercn bleek. Het filtraat

schijnt direct in ds peritoneaalholte gespofen te 7ijn.

‘ 9 Mei, geringe zwolling, gew. B30 gim.
l 3 v sterke zwelling, gew. 4&0 grm.
‘ 4 ] b gew, 456 grm.
5 » geringe swelling, uecrose, gew. 430 grm.
6 » geringe zwelling, necrose, gew. 410 grm.
§ » Het dier wordt ’s morgens dood gevonden, gew. 380 grm.
Seetie: Diep oaande neevose op de plaats van injectie. Geen vlocistof in
pleura- en peritoneaalholien. Geen hiyperacmische bijnicren.

2 Mei, geen zwelling, gew. b5 grm.
3 » » » gow. 530 grm,
Het dier gaat ook verder geen zwelling vertoonen en blijft gezoud.
9 Mei, geen zwolling, gew. 540 grm.
3 w lichte zwelling, gew. 54h grm,
4 » » p) gew. G545 grm.
5 » » » gew. 560 grm,
6 » geen zwelling, gow. 580 grm.

Tle cavia eaat ook verder ceen zwelling vertoonen en blijft gezond.
b G o o




Protocol L

Procven maob de fltraten

114

ran culturcs in bouillon

bereid wi

Cavia

no.

(rewicht.

Datum van

injeetie.

TOXINE

Dosis.

30.

Bl

(=34
[353
ol
=
E

860 grni.

540 grm.

28 Mei 95
11 ¥, m.

4 Juni 95

4 Juni ‘95

Altraat der enliuur i bouillon
uit ond rundvleesch met carh.
cale.

24 dagen oud.

filtraat der el kaar

mengde cultnres in honillon

onder ge-

uit oud rundvlecseh met carb.

cale.
51 dagen oud.

hetzeltde filtruat als cavian®, 31,

|
| (13 pro kilo

— (L1085

0,2 pro kilo
— 0107

0,1 pro kilo
— (,0h4

L



1156

oud rundvlseseh, waaraan carbonas calcicus was toegevoegd.

S
|
|
B ES UL IA AT

20 Mei, weinig zwelling op de plaals van injectic, gew. 610 grm.
Het dier, dat den geheelen dag al ziek was, sterft *s avonds tegen 6 ure.
Seetie: Pleuritis serosa. Hyperaemia + haomorrhagia gland. snpraven. Licht

ocdeem.

5 Juni, duldelijke zwelling. et dier is ziek, gaw. 525 grm,

» ¥ » w » » » gew. 510 gro,

(=)

1,45 n. m. wordt het stervende gevouden.
‘ 2,20 n, w. Het dier ligh dood in het hok.

Seotie: Plenritis serosa. Hyperaemia + haemorrhagia gl supraren. Oedeem.

! 5 Juni, dnidelijke zwelling, Het dier is ziek, gew. o600 grin,

| 6 » » » w v o3 v gew. 940 grm,
o ; 5
T » 3 » »  » o» »  gew. 510 gr,
8 » » ¥ 3w o» » gew. 496 grm.

| 9 » Iet dier sterft in den voormiddag, gew. 280 grm.







STELLINGEN.







ST ELLEINGEDR

Het onderscheiden van diphtherische en diphtheroide
slijmvliesaandocningen op grond van het bacheriologisch
onderzock i voorhands gevaarlifk en dus te verwerpen.

i
Kocrts en leucoeytose bij infestieziekten zijn als ver-

dedigingsmiddelen van hef organisme tegen de infectie
op te vatten.

{TL
De moening van CuaTenay, volgens welke bij nspui-
ting van diphtheriegit bij konijnen en cavia’s het aantal
leucoeyten constant progressief zou dalen tot aan den
dood van het dier, is, wab konijnen betrefl, nief jnist.

IV,

De genezing van lues blijkl helaas alleen uit een
nieuwe luctische infeetie.




V.

Aderlating is een machrig, soms lovensreddend thera-

peuticum, in het bijzonder in zekere gevallen van

poneamonie. Dat het meerendeel van de medici onzer
dagen hare waarde niet keul of minacht is te betreuren.

VI

In vele opzichten wordt men omtrent de functie van
het harlt voorlreffelijk ingelicht door de sbtudie van den
venapols, vaak beter dan door die van den arteriepols,
Daarbij verdient aanbevcling de onderscheiding vin een
auriculairen en een ventriculairen venapols.

L
,Jinclinerais & penser ¢ue le bromure de polassium
doit rester pour ainsi dire un aliment pour I'épilaptique
quil a guéri, ou dont il a suspendu la maladie.”
(Vommy, De Vemplol du bromure de pobassium dans les %
maladies nerveuses).

LGN

Het afvloeien van meconinm mag ook bij hoold- en
zonder meer als een teeken wvan

dwarsligeing niet
dreigende of bestaande asphyxic van het kind opgevat

worden.



1X.

Hot onderzoek per vaginam Dbij parturientes beperke
men tot die gevallen, waar door uitwendig onderzoek of
door onderzoek per rectum het docl niet wordt bereikt.

X,

Bij de behandeling van perforeerends wonden der
borstholte immobilizeere men allereerst absoluut,

XL

De operasiemethoden bij strictura urethrae, genaamd:
,Oathétérisme forgé” en ,pewaltsame Dilatation” zijn
geheel te verwerpen.

g

Dat de z. g. vermoeidheid van de rctina zou zijn te
heschouwen niet als een gevolg van cen alteratie dezer
laatste, maar van den lobus occipitalis der hersenen,
zooals Scuienn beweert, is door hem niel bewezerl

ZAUL

Uraemic ontstaat door retentie van toxische stoffen
en door suppressie of vermindering van de ,Sécrétion
interne” der nieren.




XTV.

Dat de extirpatie der bijpieren zou dooden door
intoxicatie is onwaarschijnlijk.

XV.
De bij iritis, als ook de bij diabetes somwijlen voor-

komende myopic is zeer goad te verklaren uit een tocname
van den brekinesindex wvan het waterachtig vocht.

XVI

Indien eenivszing mogelijlk, verrichte men een optische
iridectomie aan de temporale zijde.

X VIL

Het aannemen van cen ontstaan van cellen it
tusschenstof is een schrede achterwaarts.

XVIIL
De macrogcopisch zichtbare karteling, de z. g. ora
serrata vormende, onfstaal gedurende het oxtrauterine
leven.

XIX.

Hel weefse]l der Zonula Zinnii behoorl tot het nebvlies.




De door Dusors beschreven ,Pithecanthropus arectus”
heeft uil cen vergelijkend anatomisch oogpunt nict die
beteekenis, welke de schrijver hem tockeil.

XXI.

Dat het licht do hoofdoorzaak gzoude zijn van de
spontane reiniging der rivieren, zooals Brenyur beweert,
is zeer onwaarschijulijk.

XKL,

Bij de uitbreiding van infecticzickten zijn niet alleen
van invloed: plaatselijke en tijdelijke geschiktheid in den
zin der localisten, maar ook vele andere factoren, als
daar zijn: verkeer, levenswijze en graad van Immuniteit,

XA,

Poklijders behandele men in een zickenkamer, waarin
sleghts roode lichtstralen worden tocgelaten.

XXV,

De retromediastinale  ecchymosen hebben voor de
diagnose van den dood door slikking geen heteekenis.
Zij zijn kunstprodocten door de obductie onlstaan.
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B0

»Ls kann von moralischem Irrginn nur dann ge-

sprochen werden, wenn die durch verbrecherische
Handlungen sich documentirende moralische Gefithllosig-
keit sich auf eine pathologische Ursache, respective auf
eine fehlerhafte psychische Organisation zurtickfihren
lagat’” (v. Horwaxy, Gerichbliche Medicin).
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